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ABSTRAKT 
 
Diplomová práce byla zaměřena na testování pěti komerčních přípravků do odlučovačů 
tuků. Provedená studie měla dokázat, že v přípravcích jsou přítomny mikroorganismy, které 
produkují lipolytické enzymy, popř. v nich je i přídavek lipolytických enzymů.  
Přípravky byly kultivovány povrchově i submerzně a následně testovány jejich vlastnosti 
jako je lipolytická aktivita, množství uvolněných mastných kyselin atd. Pro povrchovou 
kultivaci byl použit Tributyrin Agar Base, kde se jako substrát používal Tributyrin. Pro 
submerzní kultivaci bylo použito speciálně připravené médium, které obsahovalo olivový 
olej. 
Metody použité v této studii sloužily k detekci a kvantifikaci mikroorganismů, které 
produkují lipolytické enzymy v jednotlivých přípravcích. K detekci mikroorganismů, které 
produkují lipolytické enzymy byl použit Spirit Blue Agar. Zde se jako substrát používal 
tributyrin a Tween 80. Aktivita byla měřena spektrofotometricky a degradace lipidů byla 
měřena titračně. 
Provedená studie ukázala, že všechny testované přípravky mají schopnost rozkládat tuky.  
 
Klíčová slova: lipolytické enzymy, odlučovače tuků, odbourávání lipidů 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Diploma thesis was aimed at testing of five commercial products for separators of lipids. 
Performed study should to shown that in produts are presented lipase-produducing 
microoganisms, event. that in products are also lipolytic enzymes as addition. 
The products was cultivated by solid-state and submerged fermentations and subsequently 
was tested their properties as is lipolytic activity, the amount of free fatty acids etc. Solid-state 
fermentation used Tributyrin Agar Base where Tributyrin was used as a substrate. Submerged 
fermentation used special prepared medium where was olive oil. 
Methods using in this study served for detection and qualification of lipase-produducing 
microoganisms in individual products. For detection of lipase-produducing bacterial spieces 
was used Spirit Blue Agar. In this case was used Tributyrin and Tween 80 as a substrate. 
Lipolytic activity was measured by spectrophotometry and degradation of lipids was 
measured titrimetry. 
Performed study demonstrated that all tested products have ability to degradation of lipids. 
 
Keywords: lipolytic enzymes,  separators of lipids, degradation of lipids 
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1 ÚVOD 
 
V dnešní modernizované době jsou velkým problémem odpady a jejich následná likvidace. 
Neustále stoupající nároky na ochranu životního prostředí vyžadují metody a postupy, jak se 
co nejšetrněji zbavit vzniklých odpadů tak, aby nedocházelo k ničení životního prostředí. 
Ideální by bylo rozložit odpad na složky, které by byly neškodné pro životní prostředí a nebo 
které by byly dále využitelné, popř. rozložitelné různými druhy mikroorganismů. 
Odpadní voda obsahuje mnoho nečistot, mezi ně patří i tuky, ať už rostlinného nebo 
živočišného původu. Odstraňovat tuk z odpadní vody je velmi důležité z několika důvodu. 
Jedním z nich je ochrana kanalizace a ostatních zařízení kanalizační sítě před zanášením a 
zalepením nebo úplným ucpáním. Dalším důvodem je, že tuk přítomný v odpadní vodě tvoří 
na jejím povrchu tukovou vrstvu, která tvoří bariéru mezi mikrobem a jeho přísunem živin 
nebo plynů včetně kyslíku. K mikroorganismům nemůže pronikat kyslík. Samočistící procesy 
odpadních vod probíhají za pomoci mikroorganismů a jsou to aerobní pochody, tudíž kyslík je 
nezbytným faktorem k těmto procesům.  
Jako velmi účinná metoda k odstranění tuků z odpadní vody se osvědčilo používání 
odlučovačů tuků jako předřazených čistících jednotek před vypouštěním vod do vodních toků, 
respektive do veřejné kanalizace a do čistíren odpadních vod. Oddělené tuky jsou buď 
spáleny nebo odvezeny na skládků odpadů. Toto je ale velmi nešetrné vůči životnímu 
prostředí  a může tak docházet k mnoha problémům. 
Nároky na ochranu životního prostředí jsou vysoké, proto je nutné najít jiný způsob, jak se 
zbavit odloučeného tuku z odlučovačů tuků. Některé mikroorganismy mají ve svém 
enzymovém vybavení lipolytické enzymy, které mají funkci rozkládat tuky. Nastává zde 
proto možnost použití přípravků obsahující lipolytické enzymy nebo mikroorganismy, které 
mají schopnost produkovat tyto enzymy a snížit tak zatížení životního prostředí těmito 
odpady. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8
2 TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1 Odlučovače tuků 
Stoupající nároky na ochranu životního prostředí vyžadují k čistění vod použití odlučovačů 
jako předřazených čistících jednotek před vypouštěním vod do vodních toků, respektive do 
veřejné kanalizace a do čistíren odpadních vod. Odlučovače zbavují vodu nežádoucích látek a 
tak nedochází ke kontaminaci povrchových a spodních vod, čímž také přispívají k ochraně 
životního prostředí. [1] 
Před zpětným přivedením znečištěné vody do jejího přirozeného oběhu je nezbytně nutné 
upravit kvalitu vypouštěné vody na úroveň přijatelnou pro životní prostředí. Kromě jiných 
nečistot obsahuje odpadní voda (OV) také tuky, které se musí odstraňovat z důvodu ochrany 
kanalizace a ostatních zařízení kanalizační sítě před zanášením a zalepením nebo úplným 
ucpáním. Proto je nutné v provozech, kde vzniká odpadní voda obsahující tuky, zabudovat 
odlučovače tuků. [2] Na trhu existují různé odlučovací zařízení a záchytné systémy z různých 
materiálů jako je např. ušlechtilá ocel, polyethylen, polypropylen, železobeton a litina, které 
zachycují lehké minerální oleje a tuky před vstupem do sítí OV. Individuální požadavky, 
které klade podnikání a průmysl na výkonnost odlučovacích zařízení, vyžadují variabilní 
výrobky v různých velikostech a z různých materiálů. 
Odlučovače tuků (OT) se osazují na odpadní kanalizaci z prostoru, kde OV s obsahem tuků 
vznikají, pokud možno co nejblíže místu vzniku těchto vod, protože tuky rychle tuhnou 
a mohou ucpávat potrubí. Předřazují se před čističky odpadních vod (ČOV) nebo před 
zaústění OV do kanalizace. OV ze sociálních zařízení se nesmí do OT vpouštět, nesmí se tam 
přivádět ani ropné látky, minerální oleje, splaškové, balastní, drenážní a dešťové vody. [1, 3] 
 
 
2.1.1 Použití odlučovačů tuků 
OT slouží k zachycení a odloučení neemulgovaných tuků a olejů rostlinného a živočišného 
původu ze znečištěných vod v oblasti potravinářských služeb a v průmyslových provozech. 
Separováním tuků se úspěšně zabraňuje usazování těchto látek v kanalizačních řádech a tím 
se zamezuje jejich ucpávání. OT chrání ČOV před technologickými problémy. OT nalézají 
použití zejména v kuchyňských provozech nemocnic, domovů důchodců, velkokapacitních 
kuchyních, kantýnách a jatkách. [2] 
 
 
2.1.2 Princip odlučovačů tuků 
OT pracuje čistě fyzikálně na principu zemské přitažlivosti, gravitace (rozdílu hustot), tj. 
těžké látky obsažené v OV klesají na dno, lehké látky jako např. živočišné oleje a tuky 
stoupají v odlučovači nahoru. [2] 
OT je vyroben jako vodotěsný kruhový nebo hranatý kontejner s proměnnou výškou 
dělený přepážkami na jednotlivé funkční prostory – usazovací, odlučovací a skladovací 
prostor pro zachycený tuk a oleje. Je opatřen zastropením a prachotěsnými víky. Odlučovače 
jsou navrženy v souladu s EU normou ČSN EN 1825 a jsou dodávány ve dvou konstrukčních 
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provedeních – samonosném a nesamonosném. Odlučovač je možné odvětrat nátokovým, již 
odvětraným potrubím, nebo umístěním trubky nad hladinu prostoru, na trubku je nutno 
napojit odvětrávací potrubí. [3] Schéma OT uvádí obr. 2.1.  
 
 
 
Obrázek 2.1 Schéma odlučovače tuků [1] 
 
 
2.1.3 Funkce odlučovačů tuků 
Čištěná OV s obsahem tuku a nerozpuštěných látek volně a nepřetržitě protéká 
odlučovačem. Nejdříve je přiváděna do prvního stupně, usazovací nádrže, kde se zachytí 
hrubé nečistoty prostou sedimentací a zároveň zde dochází ke gravitačnímu odloučení tuků na 
hladině. Předčištěná voda dále odtéká pod nornou stěnou do druhého stupně přečištění a odtud 
přes další nornou stěnu do odtoku. Předčištěnou OV z OT lze vypouštět do kanalizace. [3] 
V horní části odlučovače se shromažďují tuky, kaly se usazují ve spodní části. Tuky se 
neustále udržují v tekutém stavu pomocí ohřevu horní části. Shromážděné usazeniny a tuk 
jsou dle potřeby plněny do připojených sběrných nádob o různých objemech. Oddělené tuky 
jsou buď spáleny nebo odvezeny na skládků odpadů, což je ale velmi nešetrné vůči životnímu 
prostředí a díky tomu může docházet k mnoha problémům. Navíc odloučené tuky nepříjemně 
zapáchají. [1,3] 
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Obsluha OT spočívá ve vizuální kontrole funkce odlučovače a sběru odloučeného tuku a 
oleje. Likvidaci zachyceného tuku provádí firma mající k této činnosti oprávnění, rovněž tak 
likvidaci usazených nečistot. [4] Schéma funkce OT je uvedena na obr. 2.2. 
Ideální by bylo tuk oddělený z OV přímo rozložit, nevznikaly by tak žádné odpady a 
nedocházelo k poškozování životního prostředí. 
Na trhu existují různé přípravky likvidující tuky v odpadech, OT, jímkách a v ČOV Jedná 
se o enzymatické přípravky s vysokou koncentrací vybraných enzymů. Optimální a vyvážené 
poměry enzymů dávají přípravkům mimořádnou schopnost rozštěpit tuky na organické 
frakce, které lze následně degradovat běžným biologickým procesem za pomocí aerobních 
organismů, tomuto způsobu čištění se říká biologické čistírny OV. Jejich velkou předností je 
rychlá reakce na tuky, které dokáží v krátké době přeměnit na tekutou substanci. V systému, 
kde je ještě zařazen OT, dokáží přípravky při správném provozování OT rozložit přitékající 
tuk a tím prodloužit lhůty na vyvezení odlučovače. Při stálém a pravidelném používání 
přípravků vyvážení tukového odlučovače zcela odpadne. Využívání enzymatických 
biologických přípravků přináší snížení provozních nákladů za opravy ucpaných potrubí a 
vyvážení OT s následnou likvidací odseparovaných tuků. [5] 
V čištění OV se budoucnost ubírá směrem nahradit chemické prostředky biologickými. 
Přitékající chemie do čistíren ničí aerobní mikroorganismy, které jsou hlavním faktorem pro 
vyčištění vody. Jejich poškození zhorší čistící schopnost čistíren a následně i čistotu řek, 
potoků a rybníků. Proto je zájem o využívání účinných biologických přípravků. V ČOV tyto 
přípravky odstraňují biologickou pěnu, snižují chemickou spotřebu kyslíku atd. Přípravky se 
ředí vodou v závislosti na velikosti znečištění. [5] 
 
 
 
Obrázek 2.2 Schéma funkce odlučovače tuků [2] 
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2.2 Lipidy 
Lipidy jsou důležitými součástmi buněk a důležitou skupinou živin. Je to pestrá skupina 
látek nerozpustných ve vodě, ale dobře rozpustných v nepolárních rozpouštědlech. Mohou být 
extrahovány z tkání a pletiv do organických rozpouštědel, jako jsou chloroform, ether, 
benzen, horký ethanol. [5] 
Základní složkou lipidů je mastná kyselina (MK) a alkohol, nejčastěji glycerol, dále 
aminoalkohol sfingosin, cholesterol. Jako další složka se u složených lipidů vyskytuje 
kyselina fosforečná, dusíkaté látky, cukr, neuraminová kyselina, kyselina sírová. Chemicky se 
jejich biomolekuly skládají z uhlíku, vodíku a kyslíku. 
 
 
2.2.1  Struktura a rozdělení lipidů 
Skupina nepolárních nízkomolekulárních organických látek chemicky i funkčně 
nesourodých, jejichž společným znakem je převaha velkých nepolárních uhlovodíkových 
struktur v molekule, které dodávají lipidům olejovou nebo voskovou, ve vodě nerozpustnou 
povahu. [7]  
Potravinové suroviny a výrobky obsahují kromě lipidů ještě další lipofilní látky, někdy 
nazývané lipoidy, které přecházejí při izolaci lipidů z materiálu do lipidové frakce vzhledem 
ke své malé polaritě. Nazývají se proto doprovodné látky lipidů, patří mezi ně zejména vyšší 
uhlovodíky, vyšší primární a sekundární alkoholy, monoketony a diketony, různé steroidy, 
lipofilní vitamíny, lipofilní barviva a další látky specifické pro některé materiály, např. různé 
málo polární přírodní antioxidanty. [7, 8] 
 
Lipidy se dělí na jednoduché a složené.  
1. Jednoduché lipidy. 
• Tuky (acylglyceroly) a oleje – estery vyšších MK (nasycených i nenasycených) a 
trojmocného alkoholu glycerolu. 
• Vosky – estery vyšších alifatických kyselin a primárních nebo sekundárních 
alifatckých alkoholů. 
2. Složené lipidy – obsahují další složky (HPO , aminokyseliny, sacharidy). −24
• Fosfoacylglyceroly – estery kyseliny fosforečné a různých derivátů glycerolu nebo 
sfingosinu na jedné straně, také glycerolu nebo cholinu, ethanolaminu nebo serinu na 
straně druhé, zároveň obsahují i dlouhé nepolární MK. Výsledkem je pak, že 
fosfolipid má polární a nepolární konec. 
• Sfingolipidy – obdobné fosfolipidům, jen na glycerol nebo sfingosin je glykosidicky 
navázán oligo- nebo monosacharid, který pak v celém lipidu představuje polární 
konec. 
• Lipoproteiny, glykolipidy – komplexní sloučeniny obsahující vedle lipidů kovalentně i 
nekovalentně vázané i jiné sloučeniny, jako bílkoviny a peptidy nebo sacharidy. [7, 8, 
9] 
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2.2.2 Tuky (triacylglyceroly) 
Tuky tvoří nejpočetnější a potravinářsky nejdůležitější skupinu lipidů, základní složkou 
jsou trojsytný alkohol glycerol a esterifikované MK. Podle toho, jak jsou esterifikovány 
hydroxyskupiny glycerolu, se acylglyceroly dělí na monoacylglyceroly, diacylglyceroly a 
triacylglyceroly. Nejčastější jsou triacylglyceroly, které v tucích a olejích převládají. [8] 
MK vázané v triacylglycerolu mohou být stejné, potom se jedná o jednoduché 
triacylglyceroly. Mohou být ale také dvě nebo tři různé, v tom případě jde o smíšené 
triacylglyceroly. Dále mohou být vázány na různých hydroxylových skupinách glycerolu. 
Zpravidla jsou esterifikovány všechny tři hydroxyskupiny glycerolu, proto jsou označovány 
jako triacylglyceroly. Triacylglyceroly mohou obsahovat tři shodné acylové zbytky, nebo 
může být každá hydroxyskupina esterifikována rozdílnými kyselinami. S rostoucím počtem 
uvažovaných MK roste i počet možných triacylglycerolů. [10] 
 
 
2.2.3 Mastné kyseliny jako složky lipidů 
MK jsou podstatnou a z hlediska výživy nejzajímavější složkou lipidů. Tvoří jejich 
základní kameny a určují jejich charakter. MK, obsahující více než 10 uhlíkových atomů, se 
označují jako vyšší. Vyšší organismy syntetizují MK převážně se sudým počtem atomů 
uhlíku, nasycené nebo nenasycené, téměř vždy nerozvětvené. Podle názvosloví užívaného 
v organické chemii se jako MK označují karboxylové kyseliny s alifatickým uhlovodíkovým 
řetězcem, ale tato definice se úplně nekryje s MK přítomnými v lipidech. V přírodě a také 
v potravinách se vyskytují tyto skupiny MK: 
• Nasycené mastné kyseliny. 
• Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou. 
• Nenasycené mastné kyseliny s několika dvojnými vazbami. 
• Mastné kyseliny s trojnými vazbami a s různými substituenty (rozvětvené, 
cyklické, s kyslíkatými, sirnými nebo dusíkatými funkčními skupinami). [8, 11] 
 
 
2.2.3.1 Nasycené mastné kyseliny 
Nasycené MK jsou běžnou složkou přírodních lipidů. Obsahují 4 – 26 atomů uhlíku a 
zpravidla mají rovný, nerozvětvený řetězec, nejčastěji o sudém počtu atomů uhlíku. 
V lipidech potravin jsou hlavními kyselinami většinou palmitová a stearová.  Tyto kyseliny 
bývají v malém množství doprovázeny kyselinami s lichým počtem atomů uhlíku v molekule. 
[11] 
 
 
2.2.3.2 Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou 
Nenasycené MK s jednou dvojnou vazbou se liší navzájem počtem atomů uhlíku, polohou 
dvojné vazby a její prostorovou konfigurací. Tyto MK obsahují jednu dvojnou vazbu 
v molekule; tato vazba má v přírodních lipidech téměř výhradně konfiguraci cis.  Hlavní 
nenasycenou MK je kyselina olejová. [11] 
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2.2.3.3 Kyseliny se dvěma a více dvojnými vazbami 
Tyto MK vázané v lipidech potravin mají dvě nebo více dvojných vazeb, které leží 
navzájem v izolované poloze (oddělené jednou nebo dvěma methylenovými skupinami). 
V přírodních lipidech se jich vyskytuje v podstatném množství jen několik. Nejvýznamnější 
z nich je kyselina linolová. [11] 
 
 
2.2.4 Výskyt mastných kyselin 
MK se vyskytují převážně vázané jako estery nebo amidy v homolipidech nebo 
heterolipidech. Kyseliny s více než 10 až 12 atomy uhlíku se v buňkách ve volné formě 
normálně nevyskytují, jejich vysoká povrchová aktivita by narušovala biologické struktury. 
V tucích se nejčastěji vyskytuje nenasycená kyselina olejová. V živočišných tucích převládají 
nasycené karboxylové kyseliny (palmitová a stearová), v rostlinných tucích je vyšší obsah 
nenasycených karboxylových kyselin. Všeobecně nejběžnější je kyselina palmitová, která se 
vyskytuje prakticky ve všech živočišných a rostlinných lipidech, a to v triacylglycerolech i 
fosfolipidech. V živočišných a rostlinných tucích, jako je např. palmový, olivový, 
slunečnicový, podzemnicový olej, kokosový tuk a další, se nachází hlavní podíl těchto MK: 
olejová, linolová, linolenová, γ-linolenová. [11] 
 
 
2.2.5 Vlastnosti mastných kyselin 
MK jsou bezbarvé kapaliny nebo tuhé látky, bez chuti, bez zápachu. Nižší nasycené MK 
jsou kapalné a od kyseliny dekanové jsou tuhé. Jejich bod tání závisí na počtu atomů uhlíku, 
ale při jejich počtu vyšším než 20 se již bod tání příliš nemění. U nenasycených MK má na 
bod tání vliv dvojná vazba, a proto mají nižší bod tání než nasycené MK. Bod tání závisí také 
na krystalické modifikaci. Při ochlazování přecházejí z kapalné fáze nejprve do nestabilní 
modifikace, která se postupně přeměňuje na stabilnější modifikace. Nasycené MK tvoří 
většinou stabilní modifikace poměrně rychle, nenasycené se přeměňují pomaleji. Jednou 
z dalších vlastnosti je jejich těkavost, nižší MK jsou těkavé za atmosférického tlaku, vyšší 
MK jsou netěkavé. Bod varu roste s rostoucím počtem atomů uhlíku, dvojné vazby mají 
pouze malý vliv. [8] 
Z hlediska mísitelnosti těchto kyselin, jsou kyseliny o krátkém uhlovodíkovém řetězci 
mísitelné s vodou, další jsou alespoň rozpustné, avšak jejich rozpustnost ve vodě rychle klesá 
s rostoucím počtem atomů uhlíku v molekule. Vyšší MK se ve vodě rozpouštějí jen nepatrně. 
MK představují skupinu slabých kyselin. Podstatně silnějšími kyselinami než vyšší 
homology této řady jsou kyselina mravenčí a octová. Vyšší MK se v roztocích nacházejí 
téměř výhradně v nedisociované formě. [8] 
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2.2.6 Význam mastných kyselin 
Nasycené MK si při normální teplotě udržují tuhé skupenství a obvykle zatěžují 
organismus a jejich primární funkcí se stává skladování prázdných kalorií. Nacházejí se 
především v tucích živočišného původu (sádlo, máslo, lůj, rybí tuk). Výhodou nasycených 
tuků je jejich stabilita, neboť jsou relativně odolné vůči oxidaci (žluknutí). [11] 
Nenasycené MK se nacházejí převážně v tucích rostlinného původu (jejich zdrojem jsou 
semena, ořechy, listy, plody), při normální teplotě jsou obyčejně tekuté, mají rozličnou 
schopnost reagovat s okolím, ale jejich dopad na zdraví je mnohem pozitivnější, než je tomu u 
nasycených MK. Kvůli zvýšené schopnosti reakce s okolím jsou kyseliny s dvěma a více 
dvojnými vazbami nejvíce náchylné k znehodnocení vlivem teploty, světla, vzduchu a dalších 
faktorů. U těchto MK rozeznáváme cis a trans MK. [11] 
Trans kyseliny se vytváří především hydrogenací rostlinných olejů za účelem jejich 
částečného nebo úplného ztužení. Vznikají také při přepalování tuků. Trans MK najdeme i v 
přírodě, ovšem v mnohem menších koncentracích. Hlavními zdroji těchto MK jsou ztužené 
margaríny, tuky na pečení, tučné křupavé pečivo a sladkosti. [11] 
Většina dvojných vazeb v biologických systémech má podobu cis. Cis forma je přirozenou 
strukturou MK a na buněčné úrovni užitečná při prevenci vytváření příliš těsných vazeb MK v 
buněčných membránách. To je významná skutečnost, zabezpečující zdravou propustnost 
buněčných membrán, což samo o sobě vytváří základní nutnou podmínku pro bezproblémový 
chod buněčného metabolismu. [11] 
 
 
2.2.7 Výskyt v potravinách, vlastnosti a složení tuků 
V potravě se tuky vyskytují téměř výhradně jako triacylglyceroly, ale mohou obsahovat  
1 – 10% parciálních esterů glycerolu, malé množství fosfolipidů a asi 1% doprovodných látek 
(hlavně steroly, terpenoidy, lipofilní vitamíny a jiné). Podle původu se proto tuky dělí na:  
• rostlinné 
• živočišné 
• jiné 
 
Tuky jsou přítomny ve všech organismech i mikroorganismech. U rostlin jde hlavně o tuky 
semen, jsou přítomny také v klíčcích a oplodí, nazývají se oleje. Oleje se od sebe liší tím, že 
MK v nich obsažené mají rozdílnou stavbu. Živočišné tuky zahrnují tuky suchozemských 
živočichů (mléčné tuky a depotní tuky) a mořských živočichů (jedná se o tuky mořských 
savců a o rybí tuky). Tuky jsou přítomné také v mikroorganismech, vyšších houbách, řasách a 
jiných organismech. [8] 
Mají hydrofobní vlastnosti a tyto vlastnosti jim umožňují, že se v nich rozpouští významné 
nepolární látky – vitamíny A, D, E, K, hormony, barviva a různé druhy léčiv. [9] 
Jsou lehčí než voda, po protřepání s ní vytváří emulzi – rozptýlí se ve vodě v podobě 
malých kapiček. Emulze není stálá, protože vlivem povrchového napětí vody se tuk postupně 
spojuje a tvoří oddělenou tukovou vrstvu. Mají vysokou energetickou hodnotu, v organismu 
proto velice často slouží jako zdroj a zásoba energie. Mnohé druhy lipidů mají význam i 
z jiných hledisek, jsou součástí biomembrán nebo jinými stavebními složkami, mají ochranné 
a izolační funkce a slouží jako rozpouštědlo některých lipofilních látek. 
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Jejich vlastnosti jsou určovány hlavně složením MK, esterovými vazbami, přítomností 
dvojných vazeb v kyselinách, s rostoucím počtem dvojných vazeb roste kapalnost tuku. Tuky 
představují pevné látky (loje), mazlavé tuhé látky (sádla) a viskózní kapaliny (oleje). U 
pevných až mazlavých tuků převažují zejména nasycené MK, u olejů je větší množství 
nenasycených MK. [6, 7, 8] 
Tuky jsou stejně MK polymorfní látky, tedy vytváří různé krystalové modifikace. Bod tání 
závisí na povaze MK, čím kratší je jejich uhlovodíkový řetězec a čím obsahují větší počet 
dvojných vazeb, tím nižší je bod tání. Při krystalizaci mohou vznikat nejdříve nestálé γ- a     
α-modifikace s nízkou hustotou, z nich nmetastabilní β´-formy a potom stabilní β-formy 
s nejvyšším bodem tání a nejvyšší hustotou. [8] Jednotlivé modifikace se liší uspořádáním 
molekul triacylglycerolů v krystalové mřížce. 
Jsou-li tuky uchovávány za přítomnosti vody, vzduchu nebo světla, podléhají souboru 
reakcí, významná je oxidace tuků. Při oxidačních reakcích během skladování tuků se zhoršuje 
senzorická jakost; takové pochody se označují jako žluknutí. Žluknutí však není způsobeno 
jen oxidací MK, ale také jinými reakcemi, a proto rozeznáváme několik typů žluknutí: [11] 
• hydrolytické 
• oxidační 
• ketonové 
 
 
Hydrolytické žluknutí 
Jako produkty hydrolýzy tuků vznikají diacylglyceroly, monoacylglyceroly, glycerol a 
volné MK. MK však u většiny tuků žluknutí nepůsobí, protože jsou smyslově 
nepostřehnutelné. Výjimkou jsou tuky, obsahující vázané MK s kratším uhlovodíkovým 
řetězcem (od 4 do 10 uhlíků). Příkladem je kyselina máselná, která se uvolňuje z másla a 
dodává mu nepříjemný, pronikavý zápach. Kyseliny s 6 – 10 atomy uhlíku jsou ve značné 
míře přítomny také v kokosovém nebo palmojádrovém tuku. Hydrolýza může probíhat 
chemickou cestou (vaření, smažení), ale častěji enzymově. Uvolňují se nativní enzymy 
(lipázy), přítomné prakticky ve všech potravinách nebo enzymy plísní a dodávají výrobku 
typickou mýdlovitou pachuť. Uplatňují se zejména plísně Oospora, Mucor, Aspergillus a 
bakterie rodu Pseudomonas. [8] 
 
 
Oxidační žluknutí (autooxidace) 
Autooxidace MK vzdušným kyslíkem je nejběžnějším typem oxidace, při běžných 
teplotách se vzdušným kyslíkem oxidují jen nenasycené MK, naopak za vyšších teplot, 
odpovídajících teplotám pečení, smažení a pražení dochází také k autooxidaci nasycených 
MK. Autooxidace je radikálová řetězová reakce probíhající ve třech stupních, primárním 
reakčním produktem jsou hydroperoxidy, které jsou velmi nestálé a reagují za tvorby 
sekundárních produktů (aldehydy, ketony). Při oxidaci tuků nemají vznikající hydroperoxidy 
vliv na senzorickou jakost, ale jejich oxidační produkty vyvolávají charakteristické pachutě, 
které závisí na koncentraci sekundárních produktů a na jejich složení. Do tuků se proto 
přidávají antioxidanty např. vitamín C, vitamín E a jiné látky. [8] 
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Ketonové žluknutí 
S ketonovým žluknutím se setkáváme hlavně u másla, uvolněné MK s 6 – 10 atomy uhlíku 
se enzymově (hlavně mikrobiálními enzymy) oxidují a po odštěpení karboxylu vznikají        
2-alkanony (methylketony). Nejčastěji to jsou 2-pentanon a 2-nonanon. Ty mají specifickou 
parfémovou příchuť, která sama o sobě není nepříjemná, např. v plísňových sýrech, ale pro 
jedlé tuky je netypická, reakci vzniku methylketonů uvádí reakce 2.1. [8] 
 
R-CH2-CH2-COOH  R-CO-CH2-COOH  R-CO-CH3                        (2.1) 
                                                                           Methylketon 
 
 
Další důležité reakce tuků 
Oleje s několika dvojnými vazbami podléhají procesu, kterému se říká vysýchání – na 
vzduchu se mění na pevnou a pružnou hmotu, dochází k radikálové oxidační polymeraci 
molekul. Dvojné vazby nenasycených MK mohou být též katalyticky hydrogenovány 
vodíkem za použití tlaku, vyšší teploty a katalyzátoru na nasycené MK, čímž dochází ke 
vzniku polotuhých a tuhých tuků. Teplota měknutí se tím zvyšuje a olej přechází na pevný 
tuk. Tento proces se nazývá ztužování. Ztužené tuky jsou stálé proti žluknutí, nemají zápach. 
Tuky je dále možno kyselinami, hydroxidy nebo enzymovými lipázami rozložit na glycerol 
a karboxylové kyseliny. Tato hydrolýza má průmyslový význam při výrobě mýdla (soli 
vyšších MK) a glycerolu. Reakci vzniku mýdla uvádí reakce 2.2. [8] 
 
             (2.2) 
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2.3 Biodegradace lipidů 
 Biodegradace neboli biologický rozklad je speciálním případem degradace, při níž 
dochází k rozkladu polymerů působením biologických činitelů, enzymů. Člověk využívá 
vlastnosti některých enzymů od nepaměti, avšak uvědoměle je začal využívat až v posledních 
desetiletích. Nové znalosti o vlastnostech enzymů i možnosti jejich relativně snadného 
získávání přímo provokovaly k praktickému využití jejich skvělých vlastností. V současnosti 
jsme odkázáni na získávání enzymů z přirozených zdrojů. Až na některé vyjímky lze za 
nejvhodnější zdroj považovat různé mikroorganismy. [12] 
Hlavní degradační cesty lipidů jsou založeny na působení hydrolytických enzymů, 
hydroláz. Hydrolázy katalyzují hydrolýzu složitých organických sloučenin na sloučeniny 
jednodušší. Z důvodu vratného mechanismu hydrolýzy mohou za určitých podmínek 
zapříčinit syntézu látek. Hydrolyzáty se podle přeměňovaného substrátu dělí na esterázy, které 
štěpí esterové vazby a přijetím vody vznikají karboxylové kyseliny a alkohol, do této skupiny 
patří i lipáza. [12] 
Metabolismus tuků zahrnuje několik kroků. Prvním krokem při biodegradaci lipidů je 
emulgace lipidů. Z lipidů uvolňované MK způsobují emulgaci lipidů a tím usnadňují jejich 
štěpení. MK se spojují s meziprodukty štěpení, monoacylglyceroly, za vzniku 
polymolekulových agregátů povahy micel. Odbourávání lipidů dále pokračuje lipolýzou 
neboli hydrolytickým enzymovým rozštěpením lipidů (především triacylglycerolů a 
fosfatidátů) na MK a glycerol. Tento krok katalyzují extracelulární enzymy lipázy. 
Triacylglyceroly se štěpí na di- a monoacylglyceroly a část MK. Teprve pak dochází 
k rozložení monoacylglycerolů na glycerol a MK. Z fosfolipidů se účinkem fosfolipáz ještě 
odštěpují kyselina fosforečná a aminoalkoholy, z glykolipidů glykosidázami i sacharidy. Mezi 
poslední kroky patří odbourávání MK, tyto procesy probíhají uvnitř buněk. Hlavní 
metabolickou drahou rozkladu MK je cyklický proces – tzv. β-oxidace, kdy dochází 
k postupnému zkracování řetězce MK vždy o dva atomy uhlíku. [5] 
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2.4 Lipolytické enzymy 
Lipázy představují nejzajímavější skupinu biokatalyzátorů v biotechnologiích. Lipáza 
(triacylglycerolacylhydroláza, EC 3.1.1.3) je lipolytický enzmy, který  katalyzuje postupnou 
hydrolýzu acylglycerolů obsahující řetězce MK s počtem uhlíku 10 a více. Reakční schéma 
štěpení tuků uvádí rovnice 2.3. [12] 
 
triacylglycerol  diacylglycerol (1,2- či 1,3-)→  monoacylglycerol (2- či 1-)  glycerol → →
   + anion MK        + aniony MK       +anion MK 
                              (2.3) 
 
Lipolytické enzymy jsou také definovány jako karboxylesterázy, které hydrolyzují 
acylglyceroly s uhlíkatým řetězcem MK kratším než 10 uhlíků, jsou považovány za esterázy 
nebo karboxylázy (EC 3.1.1.1). Esterázy jsou aktivní ve vodných roztocích, zatímco „pravé“ 
lipázy jsou aktivnější spíše na rozhraní voda-tuk. [13] 
 
 
Specifita lipolytického enzymu je kontrolována: 
a) molekulárními vlastnostmi enzymu, 
b) strukturou substrátu, 
c) faktory ovlivňujícími vazbu enzymu k substrátu. [13] 
Mezi jednotlivými lipázami (různého původu) existují značné rozdíly ve specifitě 
vzhledem k poloze hydrolyzované esterové vazby (častěji jsou štěpeny krajní polohy), vázané 
mastné kyselině i rychlosti štěpení. Rychlost klesá od prvního kroku ke třetímu (viz. výše 
uvedená rovnice). Dosáhnout úplné hydrolýzy triacylglycerolů na glycerol a MK je velmi 
obtížné. Lipázou katalyzovaná reakce je komplikovaná, protože probíhá v mezifázi voda-tuk, 
tedy v heterogenním systému. Lipolýzy se mohou účastnit i nespecifické esterázy, zejména 
její terminální fáze. [12] 
Lipáza je všudypřítomný enzym, byl nalezen u některých bakterií, kvasinek, v rostlinách a 
živočiších. [14] Bakteriální lipázy jsou ve srovnání s těmi rostlinnými a živočišnými 
stabilnější. Většina lipáz patří mezi extracelulární enzymy, které jsou uvolňovány do prostředí 
během pozdní exponenciální a časné stacionární růstové fáze. Většina mikroorganismů může 
produkovat více než jeden typ extracelulárních lipáz, které hydrolyzují různě dlouhé řetězce 
MK. Zatímco extracelulární lipázy mají použití v mnoha průmyslových odvětvích, 
intracelulární enzymy nejsou moc využívány hlavně díky jejich obtížné extrakci a purifikaci. 
[15] Produkci lipáz ovlivňuje celá řada vnějších faktorů, zejména teplota, pH prostředí, zdroje 
dusíku a tuků, koncentrace anorganických solí a dostupnost kyslíku. [13] Ke své aktivaci 
potřebují emulgující látku a vápenaté ionty. [6] 
Optimální podmínky pro produkci enzymu se většinou liší od těch, které jsou potřebné pro 
růst bakterií. Aktivita lipáz je pozorována v širokém rozmezí hodnot od –20 °C až do 65 °C. 
[16] Optimální teplota pro produkci lipáz je ve většině případů nižší než teplota potřebná pro 
mikrobiální růst a tudíž není funkcí celkového buněčného růstu. [17] Teplotní optimum lipáz 
získávaných z mezofilních zdrojů se pohybuje okolo 35 – 40 °C.  Hodnota bodu tání tuků je 
velmi proměnlivá a v některých případech může dosahovat 50 °C, ale enzymatická katalýza 
na pevných substrátech je limitována, a proto je použití enzymů z mezofilních zdrojů v tomto 
případě obtížné. Optimální hodnota pro růst termofilních bakterií je 65 – 70 °C, tudíž lipázy 
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izolované z těchto bakterií se jeví být dobrými kandidáty pro rozklad tuků. [18] pH optimum 
většiny lipáz leží v rozmezí hodnot 7 a 9.  Jako nejvhodnější jsou fosfátové pufry. [16] 
Lipázy jsou produkovány různými druhy mikroorganismů buď samostatně nebo společně 
s esterázami (kyrboxylesterázami). Třídění producentů lipáz na agarových plotnách je často 
prováděno za použití Tributyrinu jako substrátu. Tento substrát není vhodný pro zjišťování 
„pravých“ lipáz, protože je hydrolyzován esterázami. Přítomnost lipáz je prověřována  za 
pomoci časově náročných metod, např. titračně s trioleoylglycerolem, který  je ideální 
substrát pro lipázy. Olivový olej může být použit jako levnější náhrada za trioleoylglycerol. 
[19] 
Někteří zástupci rodů Mucor, Aspergillus, Rhizopus a Penicillium jsou schopny produkovat 
lipázy. Použití triglyceridů jako zdroj uhlíku je postačující jak pro růst buněk, tak pro 
produkci enzymů, i když zde může dojít k přesušení biosyntézy lipáz volnými MK. Stejného 
efektu je dosaženo, když je jako zdroj uhlíku použita glukóza, i když produkce lipáz může být 
u některých Penicillií potlačena. Co se týče zdroje dusíku, používá se masový pepton. [20] 
 
 
2.4.1 Dělení lipolytických enzymů 
Lipolytické enzymy jsou děleny do tří skupin. 
První skupina je nespecifická. Enzymy této skupiny uvolňují MK ze všech tří pozic 
acylglycerolů a kompletně hydrolyzují triacylglyceroly na MK a glycerol. 
Druhá skupina je 1,3-specifická. Uvolňuje MK z vnějších pozic triacylglycerolu a dává 
vznik 1,2-diacylglycerolům, 2,3-diacylglycerolům a 2-monoacylglycerolům za uvolnění MK. 
Dlouhá inkubace triacylglycerolu s 1,3-specifickými lipázami vede většinou k úplné 
hydrolýze triacylglycerolů na MK a glycerol. 
Třetí skupina zahrnuje enzymy, které preferují určité MK. Jde například o lipázu B 
izolovanou z kvasinkovité houby Geotrichum candidum. Tyto lipázy se však u bakterií 
nevyskytují. [13] 
 
 
2.4.2 Mechanismus účinku lipolytických enzymů 
Lipáza katalyzuje nejdříve štěpení α-esterových (krajních) vazeb triacylglycerolů, poté je 
štěpena i ta prostřední. V přítomnosti žlučových kyselin štěpí tuk na monoacylglyceroly a 
diacylglyceroly. Přednostně jsou štěpeny MK v polohách 1 a 3. Některé lipázy jsou 
nespecifické, katalyzují reakce ve všech pozicích v triacylglycerolech, zatímco ostatní jsou 
regiospecifické a katalyzují reakce na specifických pozicích v lipidových molekulách. Lipáza 
transformuje tuky na základní MK. Základní MK jsou dále štěpeny pomocí mechanismů 
uvedených v následujících kapitolách. [21] 
V aktivním centru obsahuje lipáza aminokyseliny tvořící tzv. katalytickou triádu: serin, 
aspartát a histidin. Pro vlastní hydrolázovou aktivitu je nezbytná -OH skupina serinu. pH 
optimum lipázy je v závislosti na podmínkách reakce mezi 7,5 až 10; izoelektrický bod (pI)  
je  v rozmezí 5,8 až 7,4. [21] 
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2.4.2.1 Odbourávání mastných kyselin 
 MK se oxidují v mitochondriích. Kyseliny s dlouhým řetězcem (12 a více atomů uhlíku) 
samy nedokáží projít membránou dovnitř mitochondrií, proto se při tomto procesu uplatňuje 
karnitin (kyselina β-hydroxy-γ-trimethylaminobutyrát). Tyto kyseliny se nejprve aktivují 
thiokinázami (acyl-CoA-synthetázami) karboxylových kyselin reakcí s CoA, přičemž se 
spotřebovává ATP. Aktivace MK probíhá v cytosolu tak, že thiokináza je esterově váže na 
koenzym A procesem zvaným ATP-dependentní acylace. Meziproduktem je acyladenylát, 
acyl-CoA reaguje s karnitinem a vzniká acylkarnitin, který přestupuje přes vnitřní membránu 
mitochondrií a acyl se zde opět váže na CoA a takto vstupuje do oxidace. Podle toho, na 
kterém uhlíku acylu začíná oxidace, rozeznáváme oxidaci α, β a ω. [10, 22] 
 
 
α-oxidace mastných kyselin 
Tento způsob oxidace MK není příliš častý. Dochází k dekarboxylaci a α-uhlík se pak 
oxiduje v přítomnosti nadbytku peroxidu vodíku (vznikajícího reakcí redukovaných 
flavoproteinů s O2) na aldehyd. Ten se oxiduje na odpovídající MK kratší o jeden atom 
uhlíku; ta může podstoupit dvě výše uvedené reakce, a tak se její uhlíkový řetězec postupně 
zkracuje. Toto schéma uvádí obr. 2.3. [6]  
Peroxidáza atakuje jen MK s 13 až 18 atomy uhlíku, a proto tento typ oxidace nemůže vést 
k úplné oxidaci MK. [23] 
 
 
 
Obrázek 2.3:  α-oxidace mastných kyselin [9] 
 
 
β -oxidace mastných kyselin 
Je nejdůležitějším procesem oxidace MK. Z molekuly MK se postupně odštěpuje acetyl-
CoA a řetězec se zkrátí o 2 atomy uhlíku. Odbourávání se děje po spirále nazývané podle 
jejího objevitele Lynenova spirála a slouží buňce jako velký zdroj energie. Proces β-oxidace 
se opakuje tak dlouho, dokud se celá MK nerozloží na acetylové zbytky vázané na CoA. 
Acetyl-CoA může vstoupit do reakcí biosyntézy nebo se může zoxidovat v Krebsově cyklu až 
na CO2 a H2O. Schéma β-oxidace je uvedeno níže na obr. 2.4.  [6, 23] 
Glycerol zbývající z lipidů je glykolýzou v podobě trióza-3-fosfátu přeměněn na pyruvát, 
který je pak aerobním způsobem oxidován citrátovým cyklem. 
Při tomto procesu se uplatňují hlavně tzv. psychrotrofní mikroorganismy, tj. takové, které 
jsou schopny metabolismu i za nízkých teplot (5 až –10 °C), především příslušníci aerobního 
bakteriálního rodu Pseudomonas a některé plísně. [6, 23] 
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Obrázek 2.4: Schéma β-oxidace mastných kyselin [23] 
 
 
ω-oxidace mastných kyselin  
Nejprve se oxiduje methylová skupina na konci řetězce a vznikají α, ω-dikarboxylové 
kyseliny, energetický efekt je velmi malý. Schéma je uvedeno na obr. 2.5. [6, 23] 
 
 
 
Obrázek 2.5: ω-oxidace mastných kyselin [23] 
 
 
 
Oxidace nenasycených mastných kyselin 
Nenasycené MK se oxidují stejně jako nasycené MK, až se dvojná vazba dostane do 
polohy β = γ. Poté daný enzym zabezpečí přesmyk dvojné vazby z této polohy do polohy 
α = β. Oxidace potom pokračuje dále po Lynenově spirále s tím rozdílem, že jedna 
dehydrogenace je vynechána. [23] 
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Oxidace mastných kyselin s lichým počtem atomů uhlíku 
Většina MK v biologických systémech má sudý počet uhlíků a je proto beze zbytku 
převáděna na acetyl-CoA. Při odbourávání MK s lichým počtem uhlíků poslední obrátka      
β-oxidace vytváří propionyl-CoA, který je postupně převáděn na sukcinyl-CoA a ten vstupuje 
do Krebsova cyklu. Přeměna propionyl-CoA zahrnuje tři enzymové kroky. Odbourávání 
lichých MK vyžaduje přítomnost vitamínu B12. [23] 
 
 
2.4.3 Využití lipolytických enzymů 
Katalyzují mnoho různých reakcí, většina z nich je průmyslového charakteru. Lipolytické 
mikroorganismy se používají jako potravinová aditiva (chuť upravující enzymy), chemická 
činidla (enzymy hydrolyzující glyceridy), jako přísady do čistících prostředků, v průmyslu 
zpracovávajícím oleje a tuky. Další slibné pole aplikací nabízí použití lipáz k rozlišení 
racemických směsí v produkci opticky aktivních sloučenin a při biodegradace plastů, jako 
jsou polyhydroxyalkanáty (PHA) a polykaprolaktony (PCL). [24, 25] Díky širokému rozmezí 
průmyslových aplikací se zájem o lipázy v značně zvyšuje, ale rozsah aplikací a objem 
výroby je limitován. [14] 
Lipázy jsou používány k ovlivnění chuti a vůně různých potravinářských výrobků. Při 
výrobě sýrů, kde se nejčastěji používají ve formě směšných kultur obsahujících  
mikroorganismy s lipolytickou aktivitou. Byly také využity k rychlému zrání a vytvoření 
charakteristické chuti čokoládové hmoty i ke zlepšení šlehatelnosti bílků, což je 
pravděpodobně způsobeno vznikem mono- a diacylglycerolů. Tvorba těchto degradačních 
produktů tuků, které mají vlastnosti emulgátorů, byla důvodem aplikace lipáz v pekárenském 
průmyslu (prodloužení trvanlivosti chleba). Oddaluje se jeho okorávání a tvrdnutí střídky. 
Dále mohou být lipázy použity jako součást digestivních prostředků. Perspektivní je jejich 
použití při syntéze triacylglycerolů požadovaných vlastností při výrobě vzácných tuků a 
olejů.[12]  
V neposlední řadě nalezly lipázy své použití při rozkladu tuků obsažených odpadních 
vodách. Předpokladem tohoto postupu je především biologická rozložitelnost 
neemulgovaných tuků a olejů rostlinného a živočišného původu obsažených v odpadní vodě, 
nesmí být přítomny látky toxické pro mikroorganismy, pomocí kterých rozklad probíhá. Za 
takovéto látky se považují těžké kovy, zejména chrom, měď a stříbro. Z dalších látek může 
mikroorganismům škodit například chlór. Mezi další toxiny patří například oxidy síry. Z 
chemického hlediska je také důležité sledovat pH vody, která se dostane do styku s 
mikroorganismy. Mimo to musí být přítomen dostatek živin (ve větších dávkách však tyto 
látky mohou působit toxicky). [24] 
Mezi příčiny, proč mají mikrobiální lipázy tak velký biotechnologický potenciál, patří 
jejich stabilita v organických rozpouštědlech, fakt, že nepotřebují kofaktory, mají širokou 
substrátovou specifitu a vykazují vysokou enantioselektivitu. [25] 
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2.4.4 Katalytická aktivita enzymů 
Katalytická aktivita enzymu určuje schopnost enzymu katalyzovat určitou reakci, tj. 
přeměňovat substrát(y). Měří se tak, že se za standardních podmínek zjišťuje, kolik substrátu 
enzym přemění za jednotku času. Specifická katalytická aktivita enzymu, je katalytická 
aktivita enzymu vztažená na jednotku hmotnosti bílkoviny. Je to velmi užitečná veličina 
uplatňující se zejména při purifikaci enzymů. Rostoucí hodnota specifické aktivity ukazuje, že 
purifikace probíhá úspěšně, enzymová aktivita neklesá a balastní bílkoviny jsou 
odstraňovány. [12] 
Rychlost enzymových reakcí vzrůstá s rostoucí teplotou. S růstem teploty však současně 
dochází k inaktivaci enzymu v důsledku denaturace jeho bílkovinné časti a případně i 
odštěpování kofaktoru. Výsledkem těchto dvou protichůdných dějů je pak vznik závislosti, 
kterému se říká optimální teplota enzymu. Hodnota zjištěného teplotního optima silně závisí 
na experimentálních podmínkách, např. na době, po níž enzymová reakce probíhá. Určení 
vhodné teploty reakce má velký význam při všech praktických aplikacích enzymů. [12] 
Vlastnosti většiny enzymů jsou závislé na pH. Závislost katalytické aktivity na koncentraci 
vodíkových iontů podmiňují protonovatelné skupiny, které jsou součástí aktivních center 
enzymů a též molekul mnohých substrátů, reakce mezi enzymem a substrátem pak závisí na 
stupni jejich protonace. Většina enzymů proto působí katalyticky jen v určité oblasti pH, 
mimo ni jejich účinnost klesá. Závislost rychlosti enzymové reakce na pH má tedy tvar 
zvonovité křivky. Jejímu maximu odpovídá pH optimum neboli optimální pH, v němž je 
aktivita enzymu nejvyšší. Změnou pH lze účinně regulovat aktivitu enzymu. [12] 
Aktivita enzymů může dále záviset na redox potenciálu prostředí, dále na jeho iontové síle 
a relativní permitivitě, které ovlivňují sílu nekovalentních interakcí uplatňujících se při reakci 
enzymu se substrátem. [12] 
Stanovení lipolytické aktivity je u některých bakterií důležitým diagnostickým testem. 
Kvantitativní stanovení aktivity lipáz je možné provádět pomocí časově náročných metod, 
např. titrimetricky, fotometricky nebo fluorescenčními metodami. Fotometrické stanovení je 
založeno na uvolnění chromogenní složky substrátu, po působení enzymu. Základem 
titrimetrického důkazu lipolytické aktivity je přesné stanovení množství uvolněných MK. 
Jako substrát je obvykle používán olivový olej nebo jiný přirozený tuk. Důležitým faktorem 
ovlivňujícím přesnost stanovení je příprava dokonale emulgovaného a stabilního substrátu. 
[13] 
 
 
2.4.5 Lipolytické mikroorganismy 
Produkce lipáz je společná vlastnost většiny mikroorganismů. Lipolytikcé bakterie jsou 
v přírodě poměrně hojně zastoupeny. Rozklad lipidů probíhá při rozkladu organické hmoty 
v závislosti na jejím složení a faktorech vnějšího prostředí. Tuky jsou bakteriemi 
odbourávány převážně za aerobních podmínek. Není však vyloučeno, že by štěpení mohlo 
nastat i za anaerobních podmínek. V tomto případě by uvolněné MK byly redukované na 
uhlovodíky, čím je také možné vysvětlit vznik nafty. [26] 
Úplný rozklad tuků až na CO2 a H2O provádějí jen někteří zástupci rodů Acinetobacter, 
Proteus, Bacillus, Clostridium aj. I když lipolytické procesy nejsou pro mikroorganismus 
energeticky výhodné, je řada druhů vybavena enzymy, které se mohou za zvýšeného přísunu 
tuků do prostředí rychle aktivovat. Není vyloučeno, že funkcí lipolytických bakterií je mimo 
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využití tuků v metabolismu uhlíku i úprava životního prostředí mikrobiálního společenstva. 
Lipidy mohou např. tvořit bariéru mezi mikrobem a jeho přísunem živin nebo plynů včetně 
kyslíku. [27] 
Mikroorganismy, které jsou schopny produkovat lipolytické enzymy jsou Candida 
lipolytica (Yarrowia lipolytica), Rhizous sp., Mucor sp., Bacillus megaterium, Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa, Rhodotorula glutinis, Penicillium restrictum, Serratia 
marcescens, Corynebacterium bovis aj. 
 
 
2.4.5.1 Využití lipolytických mikroorganismů 
Mají široké pole působnosti, např. ve zdravotnictví až po technologie využívající 
mikroorganismy. Výzkum jejich použití je zaměřen především na studium úlohy 
mikroorganismů při biodegradacích organických polutantů v biosféře, využití metod 
molekulární biologie v diagnostice mikroorganismů. [27] 
Jsou také významné v samočištících pochodech povrchových vod a při biologickém čištění 
odpadních vod, především z potravinářských provozů. Jejich přítomnost se stanovuje 
schopností hydrolyzovat emulgovanou lipidickou složku média, případně obsah vytvořených 
MK. [27] 
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2.5 Vlivy vnějšího prostředí na mikroorganismy  
Životní činnost mikroorganismů i jejich vývoj jsou závislé na vnějším prostředí. Aby se 
mohly mikroorganismy rozmnožovat, musí být v prostředí dostatečné množství surovin pro 
syntézu buněčné hmoty a dostatečné množství zdroje využitelné energie i vhodné fyzikální, 
chemické a biologické podmínky. Mikroorganismy jsou schopny přizpůsobit se vnějším 
podmínkám nejen změnou enzymového vybavení svých buněk, ale mohou do určité míry 
změnit i složení a tvar buněk, aby byly odolnější vůči nepříznivým podmínkám. Mají také 
schopnost měnit do určité míry vnější podmínky ve svém nejbližším okolí. Navíc se mohou 
pohyblivé druhy pohybovat směrem ke zdroji živin nebo kyslíku, anebo od zdroje jedovatých 
látek apod. Všechny tyto schopnosti mikroorganismů jsou ovšem omezeny určitým limitem, 
za nímž dochází k zastavení růstu nebo k usmrcení buňky. [28] 
 
 
2.5.1 Výživa mikroorganismů 
Živiny z prostředí musí pokrývat veškeré požadavky mikroorganismů na energii a na 
stavební kameny pro syntézu buněčné hmoty. U autotrofních mikroorganismů tyto požadavky 
úplně splňují vhodné anorganické sloučeniny, kdežto heterotrofní mikroorganismy vyžadují 
vedle anorganických sloučenin ještě alespoň jednoduché organické sloučeniny jako zdroj 
uhlíku a vodíku (prototrofní mikroorganismy), nebo navíc ještě některé růstové látky, které 
sice jsou složkou jejich buněčné hmoty, avšak dané mikroorganismy je nejsou schopny 
syntetizovat. Většinou jde o některé vitamíny nebo aminokyseliny. Mikroorganismy, které 
tyto pomocné živiny vyžadují, se nazývají auxotrofní. [28] 
Kromě zdroje energie musí živné prostředí obsahovat využitelné, tj. asimilovatelné zdroje 
prvků, které jsou součástí buněčné hmoty mikroorganismů. Největší požadavky jsou kladeny 
na C, H, O, N, P a S. Musí být také zachovány určité poměry jednotlivých kationtů a aniontů, 
neboť velký nadbytek jednoho iontu může inhibovat transport jiného iontu přes 
cytoplazmatickou membránu nebo může mít inhibiční účinek na některé enzymy. [28] 
Živné prostředí musí obsahovat dostatečné množství vody, neboť veškeré reakce 
probíhající v živých organismech vyžadují vodné prostředí a určitou vodní aktivitu.  Zvýšení 
koncentrace rozpuštěných anorganických a organických sloučenin pod určitou mez vodní 
aktivity vede k zastavení rozmnožování. [28] 
 
 
2.5.2 Vliv teploty na růst mikroorganismů 
Teplota vnějšího prostředí je jedním z nejdůležitějších faktorů ovlivňující možnost života 
mikroorganismů a také rychlost jejich rozmnožování. Minimální růstová teplota je teplota, 
jejíž snížení vede k zastavení růstu a dělení buněk Při optimální růstové teplotě dosahuje 
mikroorganismus nejvyšší rychlost růstu. Maximální růstová teplota je nejvyšší teplota, při 
níž se mikroorganismus může ještě rozmnožovat, popř. teplota, jejíž zvýšení vede k zastavení 
růstu a dělení buněk. [28] 
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2.5.3 pH prostředí 
Růst mikroorganismů i jejich činnost jsou silně ovlivněny koncentrací vodíkových iontů 
v prostředí. Každý mikrobní druh se může rozmnožovat pouze v určitém rozmezí pH. 
Extrémní pH může mikroorganismy usmrtit. [28] 
 
 
2.5.4 Další faktory ovlivňující růst a rozmnožování mikroorganismů 
Mezi další faktory, které mají vliv na mikroorganismy patří vodní aktivita, oxidoredukční 
potenciál, povrchové napětí, záření, tlak, elektrický proud, ultrazvuk, různé mechanické vlivy, 
biologické vlivy aj. [28] 
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2.6 Kultivace  
V dnešní době je většina komerčních biotechnologických procesů založena na submerzní 
nebo povrchové kultivaci. Je jim věnována stále větší pozornost díky možnosti použití 
levných průmyslových odpadů jako substrátů. [29] 
Kultury, neboli populace mikroorganismů jsou získány kultivací mikroorganismů ve 
vhodném médiu v optimálních kultivačních podmínkách. [30] 
 
 
 
                                                                                  ztužené/sypké médium 
                                              povrchová 
                                                                                  kapalné médium 
jednorázová  
(uzavřený systém)                                               třepačka 
                                             submerzní 
                                                                            fermentor 
     
                                             chemostat 
kontinuální   
(otevřený systém) 
                                             turbidistat 
 
 
Obrázek 2.6: Způsoby kultivace [31] 
 
Způsob vedení je volen podle důvodu kultivace mikroorganismů. Jednotlivé způsoby se 
odlišují nejen technikou, ale mikroorganismy kultivované rozdílnými způsoby, mají odlišné 
morfologické a fyzikální vlastnosti. Životní děje mikroorganismů (růst, rozmnožování, 
produkce metabolitů) pomáhají v úzké závislosti na podmínkách vnějšího prostředí. [31] 
 
 
2.6.1 Povrchová kultivace (SSF) 
O povrchové kultivace mluvíme tehdy, pokud pobíhá v klidovém, nehybném prostředí, na 
povrchu média (substrátu). Nejčastější způsob povrchové kultivace je kultivace na ztuženém 
médium v Petriho miskách či zkumavkách. Mikroorganismy vytváří na ztužených médiích 
kolonie, jejichž vzhled je charakteristický pro určitý druh a někdy i kmen. Tvar kolonií a 
rychlost růstu média ovlivňuje složení živného média, dostupnost živin, vzdálenost od 
sousedních kolonií, hloubka a konzistence média, přístup O2 a CO2, vlhkost a osmotické 
podmínky média. [30] 
Jednorázová kultivace mikroorganismů v kapalném médiu je charakteristická tím, že se 
v uzavřeném systému mění koncentrace buněk a současně také jejich fyziologický stav. 
Jednobuněčné organismy při povrchové kultivaci v kapalném médiu tvoří zákal, sediment 
nebo povrchové útvary na rozhranní média a vzduchu. Limitujícím faktorem je přístup 
kyslíku a jeho malá rozpustnost v kapalném médiu. Mikroorganismy vyžadující přístup 
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kyslíku vytváří na povrchu média blanky, kožovité útvary (bakterie, kvasinky) nebo vatovitý 
povlak mycelia (mikromycety). 
Růst na ztužených médiích je důležitý v diagnostice a při zjišťování některých vlastností 
mikroorganismů. Většina druhů mikroorganismů roste na některých médiích natolik 
charakteristicky, že je možno je identifikovat. Kultivace na širokém agaru se používá také na 
udržování kultur pasážováním. Povrchová kultivace na kapalném médiu se dodnes používá 
pro laboratorní získávání sekundárních metabolitů, a to především plísní. Při statické kultivaci 
se většinou dosahuje nižší produktivity než je tomu při kultivaci submerzní. [31] 
Výhody povrchové kultivace oproti kultivaci submerzní je vyšší výtěžnost, kratší časová 
perioda, lepší cirkulace kyslíku, ale především možnost využití zemědělských odpadů jako 
substrátu. 
Povrchová kultivace je v současné době v průmyslu využívána pro produkci enzymů např. 
lipáz, celuláz, proteáz, amyláz, mikrobní biomasy a jiných hodnotných látek. Její význam 
stále vzrůstá v souvislosti s bioremediací, biodegradací rizikovývh sloučenin, biologickou 
detoxikací zemědělských a průmyslových odpadů, biotransformací biologicky aktivních 
sekundárních metabolitů, včetně antibiotik, alkaloidů rostlin, organických kyselin, 
biopesticidů, biosurfaktantů či biopaliv atd. [32] 
 
 
2.6.2 Submerzní kultivace 
Při submerzní neboli kultivaci rostou mikroorganismy v kapalném živném médiu. [12] 
Může být prováděna v uzavřené nádobě, např. Erlenmayerově baňce za třepání na třepačce 
nebo v fermentoru, jehož obsah je promícháván vháněním stlačeného vzduchu. [16] Míchání 
a provzdušňováním je dosahováno homogenního růstu populace mikroorganismů v celém 
objemu kultivačního média. Tím nastává intenzivnější rozmnožování, maximálně se využívají 
živiny a zvyšuje se množství produktů, které se získávají za kratší čas. V průběhu kultivace se 
plynule mění složení kultivačního média, mění se počet, hmotnost a morfologie buněk. [31] 
  
 
2.6.3 Kontinuální kultivace 
Kontinuální kultivace se od kultivace jednorázové liší stálým přísunem živin. Do 
kultivační nádoby s konstantním objemem jsou nepřetržitě přiváděny čerstvé živiny, nadbytek 
populace s využitým médiem a produkty metabolismu jsou kontinuálně odváděny. V takto 
otevřeném systému dochází k ustalování dynamické rovnováhy mezi růstovými parametry a 
je zachováno konstantní množství buněk. Kontinuální kultury poskytují určitě výhody, mezi 
které patří především nepřetržitá zásoba buněk ve stejném optimálním fyziologickém stavu. 
[31] 
V laboratorních podmínkách je kontinuální kultivace založena na použití turbidistatu nebo 
chemostatu. V chemostatu je rychlost kultivace udržována limitací substrátu. Rychlost růstu 
se tedy mění v závislosti na rychlosti přítoku média obsahující limitující substrát. Naopak 
v turbidistatu je udržována konstantní hustota populace. Regulačním činitelem je rychlost 
rozmnožování buněk. [31] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
3.1 Seznam použitých přístrojů a chemikálií 
 
3.1.1 Přístroje 
• očkovací box – Bioair, A Euro-lone Division 
• spektrofotometr UV/VIS HELIOS DELTA – Thermospectronic, England  
• sušárna Memmert, model 100 – 800 – Schwabach 
• ultracentrifuga Eppendorf centrifuge 5417R 
• váhy Scaltec, SAS 50 – USA 
• váhy A&D Instrument LTD, GR-202-EC 
• světelný mikroskop s kamerou – Merci s.r.o. 
• světelný mikroskop s kamerou Sony, Exwave HAD, Color Video Camera 
• třepačka LT2 – Kavalier Sázava 
• třepačka Ika Werke-KS 130 basic 
• pH metr – Merci s.r.o., inoLab pH 720, Německo 
• termostat LTE Scientific LTD, IP 100-U, Greenfield Oldham OL3 7EN 
• lednice Samsung Calex 
• digestoř 
 
 
3.1.2 Chemikálie 
• albumin bovine fraction V – Serva 
• chlorid sodný – NaCl – Lachema, Brno 
• dihydrogenfosforečnan draselný (primární) – KH2PO4 – Lachema, Brno 
• ethanol (96%) – C2H5OH 
• EDTA  – N, N, N´, N´ – tetramethylethylen diamin – C6H12N2 – Serva 
Electrophoresis, Německo 
• fenolftalien – HiMedia Čaderský – Envitek, Brno 
• heptahydrát síranu hořečnatého – MgSO4.7H2O – Lachema, Brno 
• hexan – C6H14 – Lachema, Brno 
• hydrogenfosforečnan draselný – K2HPO4 – Lachema, Brno 
• hydrogenfosforečnan sodný (střední, čistý) – Na2HPO4.12H2O – Lachema, Brno 
• hydroxid draselný – KOH – Onex, Rožnov pod Radhoštěm 
• hydroxid sodný – NaOH – Lachema, Brno 
• karbolfuchsín – HiMedia Čaderský – Envitek, Brno 
• krystalová violeť – HiMedia Čaderský – Envitek, Brno 
• kyselina chlorovodíková – HCl – Lachema, Brno 
• kyselina šťavelová – H2C2O4.2H2O – Lachema, Brno 
• kyselina trichloroctová – H3ClO3 – Lachema, Brno 
• Lugolův roztok – HiMedia Čaderský – Envitek, Brno 
• para-nitorofenol – C6H5NO3 – Fluka, Chemische Fabrik, Německo 
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• para-nitrofenyllaurát – C18H27NO4 – Fluka, Chemische Fabrik, Německo 
• pentahydrát síranu měďnatého – CuSO4.5H2O – Lachema, Brno 
• síran amonný – (NH4)2SO4 – Lachema, Brno 
• Twenn 80 – E 433 polyoxyethylensorbitanmonooleát (polysorbát 80) 
• uhličitan sodný (bezvodý) – Na2CO3 – Lachema, Brno 
 
 
3.1.3 Pracovní pomůcky 
• mikrozkumavka eppendorf PP čirá s uzávěrem (objem 2 ml) 
• špičky (objem 200 – 1000 µl modré) 
• špičky (objem 10 – 200 µl žluté) 
• mikropipety Labopette,  HIRSCHMANN Laborgeräte (objem 100 – 1000 µl) 
• mikropipety Bioth proline (objem 100 – 1000 µl, 20 – 200 µl)  
• stojan s držákem 
• stojan na zkumavky 
• odměrné a běžné laboratorní sklo 
 
 
3.1.4 Použitý substrát 
• olivový olej – Fluka BioChemika, Chemische Fabrik, Německo, země původu 
Španělsko 
 
 
3.1.5 Kultivační média 
3.1.5.1 Pro povrchovou kultivaci 
Použitá kultivační média dodala firma HiMedia Čaderský – Envitek, Brno. 
 
Tributyrin Agar Base 
23 g dát do 990 ml destilované vody, přidat 10 ml Tributyrinu, zamíchat a zahřívat do 
úplného rozpuštění. Po rozpuštění vysterilizovat v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut. 
Před nalitím do Petriho misek (PM)  promíchat (i v průběhu nalévání) pro dosažení 
jednotného zakalení. 
 
Tributyrin 
1 lahvička je pro 990 ml média. Obsah lahvičky vytemperovat na pokojovou teplotu, 
asepticky přidat do 990 ml média Tributyrin Agar Base a vysterilizovat v autoklávu při 
121 °C po dobu 15 minut. Před nalitím na sterilní PM důkladně promíchat 
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Spirit Blue Agar 
32,15 g dát do 1000 ml destilované vody a zahřívat do rozpuštění, vysterilizovat 
v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut, pak ochladit na 50 °C a pomalu přidávat 30 ml 
lipidového substrátu (Tween 80) za stálého míchání, pro získání rovnoměrného rozptýlení. 
 
3.1.5.2 Pro submerzní kultivaci 
Médium obsahovalo 1,12 g K2HPO4, 0,48 g KH2PO4, 5 g NaCl, 0,1 g MgSO4.7H2O, 2 g 
(NH4)2SO4 a 0,001 g EDTA. Všechny komponenty byly smíchány a rozpuštěny v 1 litru 
destilované vody. Poté bylo vše autoklávováno při 121 °C po dobu 20 minut. Po 
vysterilizování bylo médium doplněno olivovým olejem, který sloužil jako přírodní substrát. 
Nakonec bylo médium upraveno na hodnotu pH 7,2.  
 
 
3.1.6 Příprava roztoků 
3.1.6.1 Fosfátový pufr 
0,05 M roztok fosfátového pufru o pH 7,2 byl připraven rozpuštěním 1,431 g 
Na2HPO4.12H2O a KH2PO4 v 240  ml destilované vody. 
 
3.1.6.2 Fyziologický roztok 
1,7 g NaCl bylo rozpuštěno v malém množství destilované vody a následně doplněno 
destilovanou vodou na objem 200 ml. 
 
 
3.1.7 Vzorky 
Jako vzorky sloužily komerční přípravky, které dodala firma ACO Stavební prvky s.r.o., se 
sídlem v Přibyslavi. 
• přípravek 1 – Sanytura – tmavě zelená kapalina – směs bakterií a enzymů 
• přípravek 2 – PlanetEco – oranžová emulze – směs bakterií a enzymů 
• přípravek 3 – Liquid XP 2001 – světle zelená emulze – směs enzymů rostlinného původu  
(lipáza, proteáza, amyláza, hemiceluláza), dalších látek a přísad 
• přípravek 4 – CPL 50 – bakteriální preparát – hnědý prášek – směs bakterií, enzymů, 
detergentů a živin 
• přípravek 5 – ACO Clear – žlutá kapalina – směs bakterií a enzymů 
 
Vzhled jednotlivých přípravků je uveden v příloze č. I. 
 
3.1.7.1 Postup při úpravě vzorků před jejich analýzou 
Tekuté vzorky 
Pro samotnou analýzu bylo ze zásobních kanystrů odebráno 100 µl daného přípravku a 
rozpuštěno ve 100 ml destilované vody. Takto připravený vzorek byl dále použit k analýze. 
 
Pevný vzorek 
Ke 100 mg vzorku bylo přidáno 100 ml destilované vody, vzorek byl ve vodě nerozpustný. 
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3.2 Pracovní postupy při provádění jednotlivých metod 
 
3.2.1 Stanovení kalibračních křivek 
 
3.2.1.1 Stanovení kalibrační křivky p-nitrofenolu 
Pro naměření a sestrojení kalibrační křivky byl použit základní roztok p-nitrofenolu        
(p-NF)o koncentraci 0,025 mol/l. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada p-NF o 
vzrůstající koncentraci v jednotlivých vzorcích 0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025 mol/l. Do 
každé zkumavky bylo přidáno 0,65 ml 0,05 mol/l fosfátového pufru (pH 7,2) a 0,25 ml 
0,1 mol/l Na2CO3. Nakonec byl obsah zkumavek zředěn 9 ml destilované vody. Zkumavky 
byly dobře promíchány a na spektrofotometru byla změřena absorbance proti blanku (ten 
obsahoval místo p-NF 0,1  ml destilované vody) při 420 nm. 
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Graf č. 3.1 Kalibrační křivka p-nitrofenolu 
 
 
3.2.1.2 Stanovení kalibrační křivky albuminu – Biuretova metoda 
Kalibrační křivka byla naměřena a sestrojena pomocí základního roztoku albuminu o 
koncentraci 4 mg/ml. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada albuminu 
s koncentracemi v jednotlivých vzorcích 1,6; 3,2; 4,8; 6,4; 8; 16 mg/ml podle tabulky č. 3.1. 
Ke všem zkumavkám bylo přidáno 0,5 ml 10 mol/l NaOH. Zkumavky byly doplněny 
destilovanou vodou na objem 4,5 ml a promíchány. Po 10 minutách vaření na vodní lázni a 
ochlazení na laboratorní teplotu bylo do každé zkumavky napipetováno 0,25 ml 25% roztoku 
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CuSO4.5H2O. Obsah ve zkumavkách byl důkladně promíchán a zfiltrován. Modrofialově 
zbarvený filtrát byl změřen při absorbanci 550 nm proti blanku.  
 
Tabulka č. 3.1 Kalibrační řada albuminu  
roztok albuminu (ml) 0,4 0,8 1,2 1,6 2 4 blank 
voda (ml) 3,6 3,2 2,8 2,4 2 0 4 
roztok 10 mol/l NaOH (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
konc. albuminu (mg/ml) 1,6 3,2 4,8 6,4 8 16 0 
konc. dusíku (mg/ml) 0,2547 0,5093 0,7640 1,0186 1,2733 2,5467 0 
 
y = 0,0228x + 0,0024
R2 = 0,9985
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Graf 3.2 Kalibrační křivka albuminu 
 
 
3.2.2 Extrakce lipolytického enzymu 
3.2.2.1 Extrakce lipolytického enzymu do fosfátového pufru ke stanovení lipolytické 
aktivity 
Kultura buněk byla z PM odebrána pomocí sterilní očkovací kličky a rozsuspendována 
v 0,65 ml 0,05 mol/l fosfátového pufru (pH 7,2) v mikrozkumavkách  Mikrozkumavky byly 
umístěny na třepačku a byla provedena 30 minutová extrakce. Po extrakci byla následovala 
centrifugace při 4 °C, 3 000 ot/min, 10 minut. Ke stanovení byl použit supernatant i sediment. 
Takto získané vzorky byly použity ke stanovení lipolytické aktivity. 
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3.2.2.2 Extrakce lipolytického enzymu do fyziologického roztoku ke stanovení 
rozpustných bílkovin 
Kultura buněk sterilně odebraná z PM pomocí sterilní očkovací kličky byla ve zkumavce 
rozsuspendována v 0,5 ml fyziologického roztoku a 1 ml kyseliny trichloroctové. Celá směs 
byla centrifugována při 4 °C, 3 000 ot./min po dobu 5 minut. Takto získaný supernatant i 
sediment byl použit ke stanovení rozpustných bílkovin Biuretovou metodou. 
 
3.2.3 Stanovení lipolytické a specifické aktivity 
Stanovení liopolytické aktivity bylo provedeno v supernatantu i sedimnetu při teplotě 
37 °C po dobu 30 minut.  Jako substrát byl použit 0,025 mol/l p-nitrofenyllaurát (p-NFL). 
Aktivita lipázy byla stanovena spektrofotometricky při 420 nm, toto měření je založeno na 
měření množství uvolněného produktu p-NF ze substrátu p-NFL. 
Aktivita enzymu byla vypočítána podle vztahu 
V
 .  fAa 420= , kde 
a je aktivita stanovovaného enzymu (mmol/min), 
A420 je absorbance vypočítaná z regresní přímky, dosazením 1 za x 
f je přepočítávací faktor koncentrace p-NFL pro absorbanci rovnou 1 (mmol/l) určený 
z regresní přímky kalibrační křivky p-NF, 
V je objem vzorku braný do reakce (ml). 
 
Vypočítaná aktivita byla následně vztažena na 1 mg bílkoviny a byla vyjádřena ve formě 
specifické aktivity  v mmol/min.mg proteinu. 
 
3.2.3.1 Stanovení lipolytické aktivity v supernatantu 
K měření bylo odebráno 0,65 ml vzorku supernatantu získaného postupem uvedeným 
v kapitole3.2.2.1. K tomuto objemu bylo přidáno 0,1 ml 0,025 mol/l p-NFL v ethanolu a 
mikrozkumavka byla umístěna do termostatu vyhřátého na teplotu 37 °C. Po 30 minutách 
bylo k celému objemu reakční směsi přidáno 0,25 ml 0,1 mol/l Na2CO3, směs byla 
promíchána. Aktivitu byla stanovena spektrofotometricky při 420 nm proti slepému pokusu. 
 
3.2.3.2 Stanovení lipolytické aktivity v sedimentu 
K sedimentu, který zůstal v mikrozkumavce po odlití supernatantu bylo přidáno 0,65 ml 
0,05 mol/l fosfátového pufru (pH 7,2) a směs byla promíchána. Poté byla provedena 
centrifugace při 4 °C, 3 000 ot/min, 10 minut. Supernatant byl odlit a použit ke stanovení 
lipolytické aktivity v sedimentu postupem uvedeným v kapitole 3.2.2.1. 
 
 
3.2.4 Stanovení rozpustných bílkovin Biuretovou metodou 
Množství proteinů bylo stanoveno Biuretovou metodou. Základním principem je tvorba 
modrofialově zbarvených chelátů reakcí bílkovin s CuSO4.5H2O v silně zásaditém prostředí. 
Vzniklý barevný komplex je vytvářen mezi dvěma peptidovými vazbami a měďnatými ionty. 
Množství bílkovin (mg/ml) bylo vypočítáno z rovnice regresní přímky z kalibrační křivky 
albuminu y = 0,0228x + 0,0024.  
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Do zkumavky bylo odebráno 0,2 ml supernatantu, který byl získán postupem uvedeným 
v kapitole 3.2.2.2. Bylo přidáno 0,5 ml 0,5 mol/l NaOH. Směs ve zkumavce byla doplněna 
destilovanou vodou na objem 4,5 ml a promíchána. Zkumavka byla umístěna do vroucí vodní 
lázně. Po 10 minutách byla vyjmuta, ochlazena na laboratorní teplotu a bylo přidáno 0,25 ml 
25% roztoku CuSO4.5H2O. Obsah zkumavky byl důkladně promíchán a zfilrován. Zbarvená 
filtrát byl měřen při absorbanci 550 nm proti blanku. Blank obsahoval 4 ml destilované vody, 
0,5 ml 10 mol/l NaOH a 0,25 ml 25% roztoku CuSO4.5H2O. 
 
3.2.5 Důkaz přítomnosti lipolytických bakterií 
Zkouška přítomnosti lipolytických bakterií byla provedena na Spirit blue agaru (SPA). 
Živné médium bylo připraveno pomocí návodu uvedeném v kapitole 3.1.5.1. Do média byl 
přidán Tributyrin ve stejném množství jako Tween 80. Po nalití živného média na PM byl 
zaočkován 1 ml připravených roztoků jednotlivých testovaných přípravků. Kultivace 
probíhala aerobně i anaerobně při teplotě 27 °C. 
 
 
3.2.6 Stanovení počtu buněk 
3.2.6.1 Stanovení počtu buněk na Petriho miskách nepřímou metodou 
Na PM byl napipetován 1 ml připravených roztoků jednotlivých testovaných přípravků. 
Poté byly PM přelity živným médiem Tributyrin agar base (TBA) a kultivovány aerobně i 
anaerobně při teplotě 27 °C. Na narostlých PM byly po 4 dnech kultivace spočítány jednotlivé 
kolonie. 
Princip této metody je založen na tom, že životaschopné mikrobiální buňky na vhodných 
ztužených kultivačních médiích vytvářejí kolonie, které jsou tvořeny potomstvem jedné 
mikrobiální buňky. 
 
 
3.2.6.2 Stanovení počtu buněk v průběhu submerzní kultivace přímou metodou 
V zaočkovaném médiu byl po 3 a 7 dnech submerzní kultivace stanoven počet buněk.   
Tato metoda umožňuje určit celkový počet buněk pomocí Bürkerovy počítací komůrky, na 
kterou se nanese kapka kultury a pod mikroskopem se počítají buňky. 
 
 
3.2.7 Křížový roztěr 
Na PM, které obsahovaly ztuhlý TBA byl proveden křížový roztěr postupem uvedeným na 
obr. 3.3. Po provedení křížového roztěru všech testovaných přípravků byl pozorován tvar 
kolonií bakterií. Vyfocený obrázek je součástí přílohy č. II. 
Princip tohoto způsobu izolace spočívá v postupném vyřeďování původního vzorku na PM 
za pomoci očkovací kličky tak, aby na konci vyrůstaly jednotlivé kolonie bakterií. [26] 
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Obr. 3.3 Křížový roztěr 
 
 
3.2.8 Barvení mikroorganismů 
Na podložní sklíčko byla nanesena kapka sterilní destilované vody a sterilní očkovací 
kličkou bylo do kapky vneseno malé množství kultury. Po důkladném rozmíchání suspenze, 
vysušení a fixaci nad plamenem byl preparát převrstven roztokem krystalové violeti. Po 
20 sekundách byla krystalová violeť opatrně spláchnuta tekoucí vodou. Dále byl preparát 
převrstven na 1 minutu Lugolovým roztokem. Poté byl opatrně oplachován vodou a hned 
potom ethanolem tak dlouho, dokud odchází nějaké barvivo. Dobarvování bylo prováděno 
roztokem karbolfuchsínu po dobu 1 minuty. Nakonec byl preparát naposledy opláchnut 
destilovanou vodou a po usušení na vzduchu byl pozorován pod mikroskopem.  
Barevné preparáty poskytují mnohem lepší rozlišení mezi více druhy mikroorganismů, 
mezi jednotlivými buňkovými strukturami apod. Mikroorganismy se nejčastěji barví 
anilinovými barvivy. Molekuly těchto barviv mají chromoforové skupiny, které jsou nositelé 
barvícího účinku a auxochromové skupiny, které zesilují vazbu barviva na buněčnou 
strukturu. [26] 
Mikroorganismy se rozlišují na grampozitivní (zbarvené) a gramnegativní (nezbarvené). 
Tyto mikroorganismy se liší ve stavbě a uspořádání jednotlivých složek buněčných stěn. 
Gramnegativní mikroorganismy obsahují ve stěnách více lipidů, které se rozpouštějí 
v alkoholu nebo v acetonu. Snižuje to rigiditu stěny a umožňuje vyplavit barevný komplex 
z buněk. Grampozitivní mikroorganismy mají v buněčné stěně víc glykoproteinů, které tvoří 
hrubou vrstvu, bránící vyplavení barveného komplexu. [26] 
 
 
3.2.9 Rozlišení gampozitivních a gramnegativních mikroorganismů pomocí KOH 
Na podložní sklíčko byla nanesena kapka 3% KOH. V kapce byla sterilní očkovací kličkou 
rozsuspendována část izolovaných bakterií kolonie. Pomalým zvedáním očka od podložního 
sklíčka bylo pozorováno, zda se tvoří viskózní hmota. 
Princip metody spočívá v tom, že gramnegativní bakterie tvoří v 3% KOH viskózní hmotu. 
[26] 
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3.2.10 Degradace lipidů  
Médium připravené dle návodu uvedeném v kapitole 3.1.5.2 bylo zaočkováno 1 ml 
testovaných přípravků a kultivováno při laboratorní teplotě. Stanovení schopnosti 
mikroorganismů degradovat olivový olej v průběhu submerzní kultivace probíhala ve 
vzorcích odebíraných v určených časových intervalech (2, 6, 8 a 10 dnů). K reakci bylo 
odebráno 20 ml kultury a v dělící nálevce bylo po dobu 2 minut extrahováno se stejným 
množstvím hexanu. Horní vrstva byla znovu extrahována s 20 ml hexanu. Horní vrstva po 
dvojité extrakci byla oddělena do čisté zvážené kádinky. Extrakt byl odpařen na vroucí vodní 
lázni. Po odpaření byly volné MK zváženy a následně rozpuštěny v 50 ml ethanolu. Roztok 
byl titrován 0,1 ml KOH na fenolftalein do světle růžového zbarvení. 
% volných MK ve vzorku je důkazem schopnosti mikroorganismů degradovat lipidy 
a/nebo využít volné MK. [33] 
Množství volných MK bylo vypočítáno podle vztahu: 
 
m
 M . cV KOHKOH
.1000
100.
MK volných % = , kde 
VKOH je spotřeba odměrného roztoku KOH při titraci (ml), 
cKOH je skutečná koncentrace odměrného roztoku (mol/l) 
M molární hmotnost olivového oleje (282,46 g/mol), 
m je hmotnost volných MK po odpaření (g). 
 
 
3.3 Kultivace 
3.3.1 Povrchová kultivace – příprava média do Petriho misek 
 Do plastových PM byl nalit TBA tak, aby byla zalita celá miska. Živné médium bylo 
připraveno podle návodu uvedeném v kapitole 3.1.5.1. Jako zdroj uhlíku pro mikroorganismy 
se v tomto médiu používá Tributyrin. Po ztuhnutí média byly PM zaočkovány 1 ml 
připravených roztoků jednotlivých přípravků. Kultivace probíhala aerobně v termostaru při 
teplotě 27 °C a anaerobně v anaerostatu při teplotě 27 °C .  
 
 
3.3.2 Submerzní kultivace – příprava média do Erlenmayerových baněk 
Do Erlenmayerových baněk bylo nalito 100 ml média, které bylo připraveno postupem 
uvedeným v kapitole 3.1.5.2. Médium bylo zaočkováno 1 ml jednotlivých testovaných 
přípravků. Kultivace probíhala  při laboratorní teplotě aerobně na třepačce po dobu 14 dnů. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
Nejprve byly všechny testované přípravky podrobeny důkazu přítomnosti lipolytických 
mikroorganismů. 
Po zjištění přítomnosti lipolytických mikroorganismů byla u odebraných koloniích bakterií 
stanovena lipolytická aktivita a koncentrace bílkovin. Bylo také stanoveno teplotní optimum 
pro lipolytickou reakci. 
Následně byly všechny testované přípravky, které obsahovaly lipolytické mikroorganismy 
podrobeny submerzní kultivaci. V průběhu submerzní kultivace byla testována lipázová 
aktivita mikroorganismů a jejich schopnost degradovat olivový olej. 
Všechny testované přípravky byly taktéž přímo (bez kultivace) otestovány na přítomnost 
lipázové aktivity, přičemž byl stanoven i obsah bílkovin. 
 
 
4.1 Důkaz lipolytických mikroorganismů 
Detekce lipolytických mikroorganismů byla provedena na Spirit Blue Agaru, do tohoto 
živného média byl přidán Tributyrin a Tween 80, sloužící jako zdroj uhlíku pro lipolytické 
mikroorganismy. Kultivace probíhala na Petriho miskách (PM) v termostatu za aerobních i 
anaerobních podmínek při teplotě 27 °C po dobu 48 hodin. 
Již po 24 hodinách bylo zjištěno, že ve všech testovaných přípravcích jsou přítomny 
mikroorganismy, které mají schopnost produkovat lipázy. Lipolytické mikroorganismy 
metabolizovaly Tributyrin přítomný v médiu a vytvořily kolem kolonií světlé kruhy, které 
indikovaly lipolytickou reakci. Vyfocené PM jsou součástí přílohy č. III. 
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4.2 Povrchová kultivace na Petriho miskách 
Kultivace probíhala na speciálním živném médiu TAB, určeném pro růst lipolytických 
mikroorganismů, v termostatu při teplotě 27°C po dobu 7 dnů. PM se ztuhlým TAB médiem, 
obsahující olivový olej jako zdroj uhlíku pro lipolytické mikroorganismy, byly zaočkovány 
1 ml připravené suspenze přípravků v destilované vodě. Po sedmi dnech byl na PM viditelný 
nárůst kolonií, příloha č. IV, V, VI. 
  
 
4.2.1 Stanovení lipolytické  aktivity při povrchové kultivaci 
Stanovení byla prováděna v supernatantu získaném odstředěním extraktu, který byl získán 
po půlhodinové extrakci narostlých kolonií na PM v 0,65 ml 0,05 mol/l fosfátového pufru na 
třepačce. Poté byl extrakt odstředěn desetiminutovou centrifugací. Aktivita byla stanovována i 
v sedimentu. K extraktům byl přidáván 0,1 ml substrátu 0,025 mol/l p-nitrofenyllaurátu       
(p-NFL), který byl v přítomnosti lipolytického enzymu štěpen za vzniku žlutě zbarveného 
produktu p-nitorfenolu (p-NF). Intenzita zbarvení byla měřena na spektrofotometru při 
420 nm. Aktivita lipázy byla sledována v závislosti na čase v určených časových intervalech 
(5, 10, 15, 20, 25 a 30 minut) při teplotě 37 °C. 
Na základě grafického zpracování naměřených hodnot přírůstku p-NF v závislosti na čase 
(tabulka č. 4.1) byla pro všechny testované přípravky vypočítána lipolytická aktivita za 
aerobních a anaerobních podmínek. Grafy jsou součástí přílohy, přílohy č. XV, XVI, XVII, 
XVIII, XIX. Všechny vypočítané hodnoty lipolytické aktivity pro jednotlivé testované 
přípravky  jsou shrnuty v tabulce č. 4.2 a grafu č. 4.1. Pro každý přípravek jsou uvedeny dva 
sloupce odpovídající aerobní a anaerobní kultivaci. V každém sloupci je zahrnuta aktivita 
stanovená v supernatantu a sedimentu (barevně odlišeno). 
Nejvyšší hodnota lipolytické aktivity byla vypočítána u mikroorganismů přítomných v 
přípravku 1, naopak nejnižší aktivitu vykazovaly mikroorganismy, které narostly při kultivaci 
přípravku 3. Nejvyšší vypočítaná hodnota aktivity byla zjištěna v supernatantu anaerobně 
kultivovaného přípravku 1, aktivita činila a = 9,16.10-3 mmol/min., naopak nejnižší hodnota 
byla v sedimentu aerobně kultivovaného přípravku 3, a = 1.10-4 mmol/min. Lipolytická 
aktivita byla detekována u všech pěti testovaných přípravků. Vyšších hodnot však bylo 
dosaženo při anaerobní kultivaci než při aerobní. Supernatanty vykazovaly vyšší aktivitu než 
sedimenty. Zjištěná aktivita v sedimentu znamená, že větší podíl lipolytické aktivity není 
vázán na buňky přítomných bakterií v testovaných přípravcích.. 
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Tabulka č.  4.1 Časová závislost přírůstku p-NF aerobních i anaerobních mikroorganismů 
při povrchové kultivaci 
přípravek 1 2 3 4 5  
AEROB – supernatant 
0 min. 0 0 0 0 0 
5 min. 0,409 0,328 0,380 0,289 0,588 
10 min. 0,678 0,545 0,452 0,555 0,614 
15 min. 0,710 0,628 0,556 0,698 0,705 
20 min. 0,735 0,656 0,610 0,912 0,758 
25 min. 0,773 0,678 0,613 0,989 0,760 
30 min. 0,736 0,597 0,583 0,789 0,715 
A420 (nm) 
AEROB – sediment 
0 min. 0 0 0 0 0 
5 min. 0,075 0,060 0,003 0,058 0,111 
10 min. 0,151 0,095 0,005 0,132 0,158 
15 min. 0,172 0,142 0,006 0,198 0,199 
20 min. 0,212 0,186 0,019 0,258 0,290 
25 min. 0,249 0,225 0,026 0,309 0,340 
30 min. 0,289 0,183 0,011 0,290 0,318 
A420 (nm) 
ANAEROB – supernatant 
0 min. 0 0 0 0 0 
5 min. 0,517 0,595 0,374 0,445 0,640 
10 min. 0,770 0,707 0,596 0,659 0,744 
15 min. 0,894 0,770 0,761 0,792 0,841 
20 min. 0,895 0,787 0,783 0,810 0,873 
25 min. 0,797 0,799 0,795 0,837 0,897 
30 min. 0,752 0,720 0,749 0,747 0,730 
A420 (nm) 
ANAEROB  – sediment 
0 min. 0 0 0 0 0 
5 min. 0,158 0,140 0,094 0,147 0,148 
10 min. 0,198 0,182 0,153 0,225 0,275 
15 min. 0,289 0,185 0,218 0,290 0,329 
20 min. 0,291 0,215 0,234 0,314 0,345 
25 min. 0,296 0,234 0,338 0,335 0,402 
30 min. 0,360 0,230 0,315 0,310 0,337 
A420 (nm) 
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Tabulka č. 4.2 Lipolytická aktivita jednotlivých povrchově kultivovaných  přípravků  za 
aerobních i anaerobních podmínek 
aerob anaerob 
přípravek 
supernatant sediment supernatant sediment 
1 8,52 2,32 9,16 3,28 
2 6,59 1,40 8,51 2,86 
3 5,04 0,10 7,25 1,77 
4 5,44 1,19 7,42 2,48 
5 7,11 1,96 8,79 2,95 
a.10-3 
(mmol/min.) 
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Graf č. 4.1 Porovnání hodnot lipolytické aktivity pro jednotlivé testované přípravky při 
povrchové kultivaci 
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 4.2.2 Stanovení specifické aktivity při povrchové kultivaci 
Získané výsledky aktivity jednotlivých testovaných přípravků byly vztaženy na hmotnost 
bílkovin a ve formě specifické aktivity jsou uvedeny v tabulce č. 4.3 a grafu č. 4.2. Nejvyšší 
hodnoty specifické aktivity vykazoval přípravek 1, nejnižší přípravek 3. Nejvyšší hodnota 
byla zjištěna v supernatantu aerobně kultivovaného přípravku 1, vypočítaná hodnota byla 
aspec.= 3,26.10-3 mmol/min.mg. Nejnižší hodnota byla v sedimentu aerobně kultivovaného 
přípravku 3, aspec. = 0,22.10-3 mmol/min.mg. 
 
Tabulka č. 4.3 Specifická aktivita jednotlivých přípravků pří povrchové kultivaci 
aerob anaerob 
přípravek 
supernatant sediment supernatant sediment 
1 3,26 2,13 3 2,14 
2 1,38 0,71 2,17 0,94 
3 0,71 0,22 0,83 0,39 
4 0,83 0,36 0,87 0,60 
5 2,96 1,8 2,69 1,51 
aspec..10-3 
(mmol/min. 
mg P) 
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Graf č. 4.2 Porovnání specifické aktivity jednotlivých testovaných  přípravků 
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 4.2.3 Stanovení koncentrace proteinů při povrchové kultivaci 
Obsah produkovaných proteinů byl stanoven Biuretovou metodou. Stanovení bylo 
provedeno v supernatantu získaném odstředění extraktu, který byl získán po půlhodinové 
extrakci narostlých kolonií na PM v 0,5 ml fyziologického roztoku a 1 ml kyseliny 
trichloroctové na třepačce. Extrakt byl odstředěn pětiminutovou centrifugací. K analýze byl 
použit supernatant i sediment. Získané výsledky pro jednotlivé testované přípravky jsou 
shrnuty v tabulce č. 4.4 a grafu č. 4.3. 
Vyšší hodnota koncentrace bílkovin byla vždy zaznamenána v supernatantu. Nejvyšší 
koncentraci bílkovin obsahoval přípravek 3. V přípravku 1 bylo zjištěno nejméně bílkovin. 
 
Tabulka č. 4.4 Koncentrace bílkovin jednotlivých testovaných  přípravků při  povrchové 
kultivaci 
aerob anaerob 
přípravek 
supernatant sediment supernatant sediment 
1 2,61 1,09 3,05 1,53 
2 4,79 1,96 3,92 3,05 
3 7,19 0,44 8,72 4,58 
4 6,54 3,27 8,50 4,14 
5 2,4 1,09 3,27 1,96 
cbílk. (mg/ml) 
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Graf č. 4.3 Porovnání koncentrace bílkovin u jednotlivých testovaných přípravků 
kultivovaných povrchovou kultivací za aerobních a anaerobních podmínek 
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4.2.4 Stanovení teplotního optima pro průběh lipolýzy při povrchové kultivaci  
Teplotní optimum bylo stanováno pro všech pět testovaných přípravků. Z narostlých PM 
byl získán extrakt a u něj byla stanovena optimální teplota pro průběh lipolytické reakce. 
Stanovení probíhalo při čtyřech různých teplotách (25, 30, 40 a 50 °C). Jako substrát pro 
probíhající reakci byl použit 0,1 ml 0,025 mol/l p-NFL (stejný postup jak v kapitole 4.2.1).  
Výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 4.5 a grafech č. 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9. Z grafů je 
vidět, že teplotní průběh u všech testovaných přípravků měl velmi podobný průběh. 
Maximální hodnoty naměřených absorbancí odpovídají 100%. Na základě vzájemného 
porovnání těchto maximálních hodnot aktivit bylo zjištěno, že optimální teplota pro průběh 
lipolýzy je 50 °C. Jako nejméně vhodná teplota byla zjištěna teplota 30 °C, při této teplotě 
byla sice zjištěna aktivita, ale v porovnání s ostatními teplotami byly hodnoty aktivit 
naměřené při této teplotě nejnižší.  
Z grafu č. 4.9 je vidět, že při teplotě 50 °C měl nejvyšší aktivitu přípravek 5 a nejnižší 
přípravek 3. 
 
Tabulka č. 4.5 Teplotní závislost jednotlivých testovaných  přípravků při povrchové kultivaci 
přípravek 1 2 3 4 5  
AEROB – supernatant 
25 °C 0,606 0,785 0,427 0,563 0,852 
30 °C 0,475 0,495 0,348 0,412 0,720 
40 °C 0,662 0,810 0,602 0,613 0,912 
50 °C 0,735 0,813 0,670 0,697 0,956 
A420 (nm)
AEROB – sediment 
25 °C 0,258 0,463 0,198 0,248 0,513 
30 °C 0,252 0,289 0,158 0,217 0,359 
40 °C 0,483 0,495 0,350 0,392 0,565 
50 °C 0,724 0,725 0,605 0,667 0,728 
A420 (nm)
ANAEROB – supernatant 
25 °C 0,342 0,620 0,318 0,337 0,746 
30 °C 0,294 0,412 0,272 0,284 0,497 
40 °C 0,549 0,637 0,487 0,497 0,782 
50 °C 0,681 0,690 0,509 0,639 0,878 
A420 (nm)
ANAEROB – sediment 
25 °C 0,195 0,301 0,125 0,156 0,313 
30 °C 0,148 0,189 0,123 0,140 0,192 
40 °C 0,313 0,335 0,218 0,318 0,465 
50 °C 0,555 0,625 0,501 0,531 0,628 
A420 (nm)
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Graf č. 4.4 Stanovení teplotního optima u přípravku 1 při aerobní i anaerobní kultivaci na 
PM  
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Graf č. 4.5 Stanovení teplotního optima u přípravku 2 při aerobní i anaerobní kultivaci na 
PM 
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Graf č. 4.6 Stanovení teplotního optima u přípravku 3 při aerobní i anaerobní kultivaci na 
PM  
 
0
20
40
60
80
100
0 10 20 30 40 50 6
t (°C)
a r
el
. (
%
)
0
aerob supernatant aerob sediment anaerob supernatant anaerob sediment
 
 
Graf č. 4.7 Stanovení teplotního optima u přípravku 4 při aerobní i anaerobní kultivaci na 
PM  
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Graf č. 4.8 Stanovení teplotního optima u přípravku 5 při aerobní i anaerobní kultivaci na 
PM  
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Graf č. 4.9 Porovnání maximálních hodnot absorbancí naměřených při povrchové  kultivaci 
při teplotě 50 °C pro jednotlivých testovaných  přípravků 
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4.2.5 Nepřímé stanovení počtu buněk v průběhu povrchové kultivace 
V průběhu povrchové aerobní a anaerobní kultivace probíhající na PM byla provedena 
nepřímá metoda stanovení počtu buněk v jednotlivých testovaných přípravcích. Počítání 
buněk bylo provedeno čtvrtý den kultivace. Nejvíce narostlých kolonií bylo napočítáno u  
přípravku 5, naopak nejméně jich vykazoval přípravek 4. V porovnání aerobní a anaerobní 
kultivace více kolonií narostlo při anaerobní kultivaci. Všechny získané výsledky jsou shrnuty 
v tabulce č. 4.6. 
 
Tabulka č. 4.6 Početí kolonií zjištěný v průběhu povrchové kultivace 
přípravek aerob anaerob počet buněk 
1 1,5.105 1,7.105 v 1 ml 
2 0,6.105 1.105 v 1 ml 
3 0,2.105 0,6.105 v 1 ml 
4 10 25 v 1 mg 
5 4,5.105 7,4.105 v 1 ml 
 
 
4.2.6 Gramovo barvení a rozlišení grampozitivních a gramnegativních 
mikroorganismů u povrchové kultivace 
Rozlišení grampozitivních a gramnegativních mikroorganismů bylo provedeno pomocí  
3% KOH. Pozitivní výsledek, tedy vytvoření viskózní hmoty, byl pozorován u všech 
přípravků kultivovaných aerobně a u přípravku 1, 2 a 3 kultivovaných anaerobně. Přípravek 4 
a 5 nevytvořil viskózní hmotu, proto lze předpokládat, že na miskách vyrostly grampozitivní 
bakterie. Gramovo barvení poskytlo stejné výsledky jako zkouška s 3% KOH. Tvar a 
rozlišení buněk je zobrazen v příloze č. VII, VIII, IX. 
 
 
4.2.7 Shrnutí a zhodnocení výsledků naměřených při povrchové kultivaci 
Povrchovou kultivací na PM bylo dokázáno, že v jednotlivých testovaných přípravcích 
jsou přítomné mikroorganismy, které vykazují lipolytickou aktivitu. 
Maximální hodnoty lipolytické aktivity při kultivaci na PM byly zjištěny u přípravku 1, 
graf č. 4.1 a tabulka č. 4.2. Lipolytická aktivita v závislosti na čase stoupala, po 25 minutách 
probíhající reakce však hodnoty začaly klesat.. To mohlo být způsobeno tím, že lipázy mají 
schopnost nejen hydrolýzy, ale také syntézy. [25, 33] 
Metoda přímého stanovení počtu buněk v průběhu povrchové kultivace na PM ukázala, že 
nejvíce buněk obsahoval přípravek 5. Všechny výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 4.6.  
Gramovým barvením a použitím metody na rozlišení gramopozitivních a gramnegativních 
mikroorganismů pomocí 3% KOH bylo zjištěno, že mikroorganismy, které narostly při 
aerobní kultivaci všech pěti testovaných přípravků jsou gramnegativní. Při anaerobní kultivaci 
byla potvrzena přítomnost gramnegativních mikroorganismů pouze v přípravcích 1, 2 a 3. 
V přípravku 4 a 5 se vyskytovaly gramnpozitivní mikroorganismy. Pozorování narostlých 
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kolonií pod mikroskopem ukázalo, že v přípravcích se vyskytují tyčinky i koky, tyčinky 
ovšem převažovaly. 
Z výsledků stanovení vyplývá, že v přípravcích se vyskytují aerobní i anaerobní 
mikroorganismy, převážně gramnegativní tyčinky a koky. Jako nejvhodnější pro použití do 
odlučovačů tuků se při povrchové kultivaci jevil přípravek 1, který dosahoval při analýze v 
laboratorních podmínkách nejlepších výsledků. Jako druhý nejvhodnější byl určen přípravek 
5. Nejméně vhodný byl přípravek 3. 
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4.3 Submerzní kultivace v Erlenmayerových baňkách 
Kultivace probíhala ve speciálním médiu, připraveném podle postupu uvedeném v kapitole 
3.1.5.2. při laboratorní teplotě po dobu 14 dnů. Erlenmayerovy baňky (EB), obsahující 
kapalné médium a olivový olej jako zdroj uhlíku pro lipolytické mikroorganismy, byly 
zaočkovány 1 ml každého testovaného přípravku. Analýza probíhala na základě stanovení 
aktivity na p-NFL a degradační schopnosti na množství uvolněných MK. Růst 
mikroorganismů, který se projevil zákalem média byl u některých testovaných přípravků po 
vizuálním posouzení viditelný již po 48 hodinách, příloha č. X.. Výše uvedená stanovení byla 
prováděna se samotnými přípravky, ale také s přídavky směsí z jednotlivých přípravků. 
 
 
4.3.1 Stanovení lipolytické  aktivity v průběhu submerzní kultivace 
Stanovení byla prováděna při teplotě 37 °C po dobu 30 minut v průběhu submerzní 
kultivace probíhající při laboratorní teplotě. Reakce probíhala s 0,1 ml vzorku odebraného v 
různých časových intervalech (2, 6, 8, 10  a 14 dnech). Vzorek byl rozsuspendován v 0,65 ml 
0,05 mol/l fosfátového pufru. Aktivita byla detekována přídavkem 0,1 ml substrátu 
0,025 mol/l p-NFL a intenzita žlutého zbarvení byla detekována spektrofotometricky při  
420 nm. 
Naměřené výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 4.7 a grafu č. 4.10. Graf vyjadřuje závislost 
relativní aktivity na čase. Nejvyšší aktivita byla naměřena v desátém dnu kultivace, čtrnáctý 
den byl zaznamenán pokles aktivity. Jak je zřejmé z grafu, nejvyšší hodnota lipolytické 
aktivity byla u přípravku 5, naopak nejnižší aktivitu vykazoval přípravek 3. 
 
 
Tabulka č. 4.7  Relativní aktivita jednotlivých testovaných přípravků v průběhu submerzní 
kultivace 
přípravek 
dny 
1 2 3 4 5 
 
2 62,97 53,09 46,06 50,32 73,56 
6 83,26 74,35 66,98 68,69 85,46 
8 84,73 78,74 75,54 77,82 94,15 
10 100 100 100 100 100 
14 75,52 68,73 62,23 63,5 90 
arel. (%) 
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Graf č. 4.10 Závislost relativní aktivity testovaných přípravků na čase v průběhu submerzní 
kultivace 
 
 
4.3.2 Stanovení množství uvolněných mastných kyselin z olivového oleje v průběhu 
submerzní kultivace 
Ověření schopnosti jednotlivých testovaných přípravků degradovat olivový olej při 
submerzní kultivaci bylo prováděno za laboratorní teploty po dobu 14 dnů. Množství 
uvolněných MK bylo stanovováno v 20 ml vzorku odebraného z kultivačního média 
postupem uvedeným v kapitole 3.2.10. Odběry probíhaly v určených časových intervalech. (2, 
6, 8, 10 a 14 dnů). Výsledky stanovení jsou uvedeny v tabulce č. 4.8 a grafu č. 4.11. Graf  
znázorňuje závislost množství uvolněných MK z olivového oleje u jednotlivých testovaných 
přípravků na čase. Z grafu je vidět, že nejvíce kyselin bylo uvolňováno desátý den kultivace, 
to odpovídá i předchozímu zjištění, že nejvyšších hodnot lipolytické aktivity bylo dosaženo 
desátého dne. Měření probíhající čtrnáctý den potvrdilo snížení množství MK v médiu. 
V grafu č. 4.11 je znázorněno pořadí přípravků na základě účinnosti. Nejlépe se jevil 
přípravek 1, nejméně účinný byl přípravek 4.  
 
 
 
 
 
 
 
52
Tabulka č. 4.8 Množství uvolněných MK jednotlivých přípravků v průběhu submerzní 
kultivace 
přípravek č. 1 2 3 4 5 dny 
9,69 10,07 14,87 3,68 3,72 2 
13,04 37,74 19,02 4,75 25,43 6 
48,91 48,42 33,28 7,13 39,02 8 
66,57 56,5 40,75 37,66 48,04 10 
volné MK 
(%) 
20,1 22,83 26,49 20,38 26,15 14 
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Graf č. 4.11 Množství MK uvolněných z olivového oleje v průběhu submerzní kultivace u 
jednotlivých testovaných přípravků 
 
 
4.3.3 Přímé stanovení počtu buněk v průběhu submerzní kultivace 
Metoda přímého stanovení počtu buněk byla provedena ve dvou časových intervalech, po 
třech a sedmi dnech submerzní kultivace při laboratorní teplotě. Nejvyšší koncentrace buněk 
při obou odběrech byla napočítána u přípravku 5. Nejméně buněk narostlo při submerzní 
kultivaci přípravku 2. Výsledky jsou shrnuty v tabulce č. 4.8. 
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Tabulka č. 4.8 Početí buněk zjištěný  v průběhu submerzní kultivace 
přípravek po 3 dnech po 7 dnech počet buněk 
1 3,3 . 1010 1,8. 1011 v 1 ml 
2 1 . 1010 1,1 . 1012 v 1 ml 
3 2,3 . 1010 7,2 . 1011 v 1 ml 
4 9,3 . 109 2,6 . 109 v 1 mg 
5 4,6 . 1011 4,1. 1012 v 1 ml 
 
 
4.3.4 Gramovo barvení mikroorganismů narostlých v průběhu submerzní kultivace 
Rozlišení grampozitivních a gramnegativních mikroorganismů bylo provedeno pomocí  
Gramova barvení. Fialové zbarvení mikroorganismů indikovalo grampozitivní 
mikroorganismy a růžové zbarvení gramnegativní, příloha XI, XII, XIII, XIV. Na základě 
vizuálního posouzení lze říci, že při submerzní kultivaci jednotlivých testovaných přípravků 
narostla směs grampozitivních i grmnegativních mikroorganismů. 
 
 
4.3.5 Testování připravených směsných vzorků v průběhu submerzní kultivace  
Další stanovení probíhala v připravených směsných vzorcích, tzn. že přípravky byly 
nakombinovány po dvojicích tak, aby byl v kombinaci každý s každým, vzniklo 10 kombinací 
vzorků. S těmito vzorky byla provedena stejná stanovení jako s jednotlivými přípravky viz 
kapitola 4.3.1 a 4.3.2.   
Všechny výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 4.9 a 4. 10. Vypočítané hodnoty jsou graficky 
vyjádřeny v grafu č. 4.12 a 4.13. 
Nejvyšší aktivita byla prokázána u kombinace přípravků 1+5, stejně tak i množství kyselin 
bylo nejvyšší u tohoto přípravku. Ideální pro provedená stanovení byl desátý den kultivace, 
tento den byly zaznamenány nejlepší výsledky. Pak začaly hodnoty klesat. 
 
Tabulka č. 4.9 Relativní aktivita smíchaných vzorků v průběhu submerzní kultivace 
přípravek 
dny 1+2 1+3 1+4 1+5 2+3 2+4 2+5 3+4 3+5 4+5 
 
2 81,81 79,67 78,65 84,33 79,73 73,71 71,18 72,29 44,3 70,86 
6 96,88 78,03 84,62 95,61 81,68 80,82 77,94 80 53,02 78,81 
8 96,77 87,31 96,08 95,4 92,01 92,89 89,74 91,81 78,19 81,13 
10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
14 91,57 89,54 81,48 94,98 91,62 73,06 77,19 81,93 52,68 81,13 
arel. 
(%) 
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Tabulka č. 4. 10 Množství uvolněných MK u smíchaných vzorků v  průběhu submerzní 
kultivace 
dny 
preparát 2 6 8 10 14 
 
1+2 23,77 25,11 31,7 49,95 35,66 
1+3 18,15 20 24,96 28,52 26,74 
1+4 20,75 28,53 30,72 32,92 30,43 
1+5 31,70 39,04 44,09 52,81 42,79 
2+3 28,52 29,95 38,04 42,79 30,72 
2+4 2,85 8,15 12,68 20,37 10,97 
2+5 14,26 15,74 17,12 23,77 17,43 
3+4 2,85 8,15 12,68 20,37 10,97 
3+5 7,51 11,41 12,68 19,97 13,96 
4+5 12,23 13,51 18,54 19,61 17,12 
volné MK 
(%) 
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Graf č. 4.12 Závislost relativní aktivity smíchaných vzorků na čase v průběhu submerzní 
kultivace 
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Graf č. 4.13 Množství MK uvolněných z olivového oleje v průběhu submerzní kultivace u 
smíchaných vzorků 
 
 
4.3.6 Shrnutí a zhodnocení submerzní kultivace v Erlenmayerových baňkách 
 Při submerzní kultivaci v EB vykazovaly všechny testované přípravky lipolytickou 
aktivitu i schopnost degradovat olivový olej. 
Maximálních hodnot lipolytické aktivity při submerzní kultivaci dosahoval přípravek 5, 
graf č. 4.10 a tabulka č. 4.7.  
Schopnost rozložit olivový olej a uvolnit z MK byla pozorována u všech testovaných 
přípravků, nejvyšší ovšem byla u přípravku 1, graf. č. 4.11 a tabulka č. 4.8. 
Na základě porovnání hodnot naměřených u nesmíchaných a smíchaných testovaných 
přípravků bylo zjištěno, že vyšších hodnot bylo dosaženo u smíchaných přípravků. 
Smícháním přípravků byla potvrzena vyšší účinnost degradace tuků. 
Metodou přímého stanovení počtu buněk v průběhu submerzní kultivace v EB byl zjištěn 
nejvyšší počet buněk u přípravku 5. Všechny výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 5.8.  
Gramovo barvení dokázalo přítomnost grampozitivních i gramnegativních 
mikroorganismů, tvarů tyčinek i koků. 
Nejvyšší účinnost v průběhu submerzní kultivace byla zaznamenána u přípravku 5. 
Nejméně účinný byl přípravek 3 a 4. U nakombinovaných přípravků se projevila nejvíce 
nejvyšší účinnost u kombinace přípravku 1+5, naopak nejnižší u kombinace 3+4. 
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4.4 Testování jednotlivých přípravků bez předchozí kultivace 
Za účelem zjištění, zda testované přípravky obsahují mimo lipolytických mikroorganismů i 
přídavek lipolytických enzymů byla měřena aktivita v samotných přípravcích (bez předchozí 
kultivace). Také bylo zjišťováno množství bílkovin v každém testovaném přípravku. 
 
 
4.4.1 Stanovení lipolytické aktivity v jednotlivých testovaných přípravcích bez 
předchozí kultivace 
Základem stanovení bylo spektrofotometrické sledování přírůstku uvolněného produktu   
p-NF ze substrátu p-NFL po reakci s enzymem. Aktivita lipolytického enzymu byla měřena 
v závislosti na čase při teplotě 37 °C. Reakce byla prováděna s 0,65 ml každého testovaného 
přípravku a 0,1 ml 0,025 M p-NFL.  
 Výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 4.11. Grafické zpracování je součástí přílohy č. XX. 
 
Tabulka č. 4.11 Časová závislost jednotlivých přípravků bez předchozí kultivace 
přípravek 1 2 3 4 5 t (min.) 
0 0 0 0 0 0 
0,190 0,045 0,150 0,089 0 5 
0,314 0,109 0,255 0,110 0,015 10 
0,473 0,118 0,351 0,210 0,021 15 
0,474 0,137 0,390 0,276 0,025 20 
0,332 0 0,310 0,281 0,034 25 
 
 
   A420 (nm) 
0,220 0 0,342 0,398 0 30 
 
4.4.2 Stanovení koncentrace bílkovin v jednotlivých testovaných přípravcích bez 
předchozí kultivace 
Obsah proteinů přítomných v každém přípravku byl stanoven Biuretovou metodou. 
K reakci bylo odebráno 0,2 ml každého testovaného přípravku. Tabulka č. 4.12 z obsahuje 
výsledky naměřené koncentrace bílkovin v jednotlivých testovaných přípravcích. 
 
 
4.4.3 Zhodnocení naměřených výsledků  
Při porovnání všech výsledků uvedených v tabulce č. 4.12 je patrné, že nejvyšší hodnota 
aktivity byla u přípravku 1, potom byl přípravek 3, následně přípravek 4, 2 a nejnižší aktivita 
byla u přípravku 5. 
Nejvyšší hodnoty lipolytické aktivity byly naměřeny u přípravku 1, a to             
a = 3,78.10-3 mmol/min., specifická aktivita aspec. = 6,52.10-4 mmol/min.mg P vztažená na 
hmotnost bílkovin, která v tomto přípravku činila cbílk. = 5,8 mg/ml. 
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Tabulka č. 4.12 Lipolytická aktivita, specifická aktivita a koncentrace bílkovin  v jednotlivých 
přípravcích bez předchozí kultivace 
přípravek a .10-3 (mmol/min.) aspec. .10-4 (mmol/min. mg P) cbílk. (mg/ml) 
1 3,78 6,52 5,8 
2 1,08 2,45 4,4 
3 3,33 5,83 5,71 
4 2,16 4,31 5,01 
5 0,16 0,5 3,27 
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5 ZÁVĚR 
 
V diplomové práci bylo testováno pět komerčních přípravků s cílem zjistit, zda vykazují 
lipolytickou aktivitu tedy jsou schopny štěpit tuky. 
Studie byla zaměřena hlavně na testování vlastností mikroorganismů narostlých při 
kultivaci. Vzorky byly kultivovány povrchově, na Petriho miskách i submerzně, 
v Erlenmyaerových baňkách na třepačce. Z porovnání výsledků získaných při stanovování 
lipolytické aktivity u narostlých mikroorganismů vyplývá, že při submerzní kultivaci po dvou 
dnech mikroorganismy vykazovaly přibližně stejné hodnoty aktivit jako při povrchové 
kultivaci  po sedmi dnech. Lepší se tedy jeví použití submerzní kultivace.  
Aktivita v závislosti na čase měla vzestupný charakter, po dosažení jistého maxima po 
několika dnech však začala klesat. Lipázy mají schopnost nejen hydrolyzovat, ale také 
syntetizovat sloučeniny. [25, 33] To bylo zřejmě důsledkem poklesu aktivity. 
Při stanovování teplotního optima bylo zjištěno, že jako nejvhodnější se pro lipolýzu jevila 
teplota 50 °C. Mikroorganismy přítomné v testovaných přípravcích byly aktivní i při nižších 
teplotách. 
Všechny testované přípravky měly schopnost štěpit olivový olej a uvolňovat MK, nejlepší 
degradační schopnost byla prokázána u přípravku 1, naopak nejnižší byla u přípravku 4. 
Kombinací jednotlivých testovaných přípravků za účelem dosažení vyšší degradační účinnosti 
bylo potvrzeno, že přípravky v kombinaci s jiným vykazují vyšší účinnost než samostatně. 
Přímou analýzou jednotlivých testovaných přípravků bez předchozí kultivace byla 
prokázána i přítomnost lipolytických enzymů. 
 
Stanovení ukázala, že v přípravcích se vyskytují aerobní i anaerobní mikroorganismy, 
převážně gramnegativní tyčinky a koky. Je tedy pravděpodobné, že přípravky jsou kombinací 
více druhů mikroorganismů a jedná se tedy o směsné kultury. Přípravky také obsahují 
přídavek lipolytických enzymů. 
 
Bylo provedeno laboratorní ověření funkce pěti enzymových přípravků pro zkapalňování a 
rozklad tuků v odpadních vodách. Na základě získaných dat bylo možno vybrat nejlepší 
přípravek pro návrh technologie biotechnologického odstraňování tuků. Nejvyšší účinky byly 
prokázány u přípraveků 1 a 5. Nejnižší účinnost byla zaznamenána u přípravků 3 a 4. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
OT   odlučovač tuků 
OV   odpadní voda 
ČOV   čistírna odpadních vod 
MK   mastná kyselina 
pI     izoelektrický bod 
ATP   adenosintrifosfát 
CoA   koenzym A 
TCA   tricarboxylic acid cycle, cyklus trikarboxylových kyselin 
PHA   polyhydroxyalkanát 
PCL   polykaprolakton. 
SSF   solid state fermentation 
p-NF   para-nitrofenol 
p-NFL  para-nitrofenyllaurát 
A    absorbance 
c    koncentrace 
f    přepočítávací faktor 
V    objem 
a    aktivita 
t    čas 
aspec.   specifická ktivita 
asrel.   relativní ktivita 
t    teplota 
PM   Petriho misky 
TBA   Tributiryn Agar Bace 
SBA   Spirit Blue Agar 
EB   Erlenmayerova baňka 
p-NF   para-nitrofenol 
p-NFL  para-nitrofenyllaurát 
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Příloha č. X Submerzní kultivace při laboratorní teplotě 
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Příloha č. XIII Tvar a rozlišení buněk mikroorganismů narostlých při submerzní 
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Příloha č. XIV Tvar a rozlišení buněk mikroorganismů narostlých při submerzní 
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Příloha č. XV Časová závislost přírůstku p-NF u povrchově kultivovaného přípravku 1 za 
aerobních i anaerobních podmínek 
 
 
y = -0,0007x2 + 0,0253x + 0,0085
y = -0,0021x2 + 0,0742x + 0,0041
y = -0,0029x2 + 0,0972x + 0,004
y = 0,0089x + 0,0073
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
0 5 10 15 20 25 30
t (min.)
A 4
20
 (n
m
)
aerob supernantant aerob sediment anaerob supernatant anaerob sediment
Příloha č. XVI Časová závislost přírůstku p-NF u povrchově kultivovaného přípravku 2 za 
aerobních i anaerobních podmínek 
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Příloha č. XVII Časová závislost přírůstku p-NF u povrchově kultivovaného přípravku 3 za 
aerobních i anaerobních podmínek 
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Příloha č. XVIII Časová závislost přírůstku p-NF u povrchově kultivovaného přípravku 4 za 
aerobních i anaerobních podmínek 
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Příloha č. XIX Časová závislost přírůstku p-NF u povrchově kultivovaného přípravku 5 za 
aerobních i anaerobních podmínek 
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Příloha č. XX Lipolytická aktivita jednotlivých testovaných přípravků bez předchozí kultivace 
